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difficile na površini krompirja, ingverja in v vzorcih zelene solate. Za osamitev 
bakterije iz vzorcev zelenjave smo uporabili metodo, ki je vključevala bogatitev in 
osamitev bakterije C. difficile na selektivnem kromogenem gojišču po alkoholnem 
šoku bogatitvene kulture. Testirali smo 98 vzorcev zelenjave; 52 vzorcev 
krompirja, 31 vzorcev zelene solate in 15 vzorcev ingverja. Bakterijo C. difficile 
smo izolirali iz 14,3 % (14/98) vzorcev zelenjave, od tega iz 13,5 % vzorcev 
krompirja, 19,4 % vzorcev zelene solate in 6,7 % vzorcev ingverja. Osamili smo 
124 izolatov bakterije C. difficile, ki smo jih s pomočjo PCR-ribotipizacije razvrstili 
v 15 različnih PCR-ribotipov. Skoraj polovica izolatov je bila toksigenih (46,7 %). 
Toksigeni sevi so pripadali toksinotipoma 0 in III. Najpogostejši PCR-ribotipi so 
bili SLO 214 (netoksigeni), 011/049 in 014/020 (toksinotip 0). Nobena okužba z 
bakterijo C. difficile še ni bila neposredno povezana s hrano, vendar bi na podlagi 
naših rezultatov lahko povzeli, da zelenjava predstavlja potencialni vir okužbe, saj 
smo na zelenjavi našli PCR-ribotipe, ki povzročajo okužbe pri ljudeh.  
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the intestine of children and young animals but C. difficile can be found in different 
environments such as water, soil, household surfaces and food. The aim of our 
study was to determine the detection limit of the cultivation method for the 
isolation of C. difficile from lettuce and potato samples, and to determine the 
prevalence and variability of C. difficile genotypes on the surface of potatoes, 
ginger and in lettuce. For the isolation of bacteria from vegetable samples, we used 
the method which included the isolation of C. difficile on a selective chromogenic 
medium, after the ethanol shock of the enrichment culture. A total of 98 vegetable 
samples were tested; 52 potato, 31 lettuce and 15 ginger samples. The overall 
prevalence of C. difficile on vegetables was 14,3 % (14/98); 13,5 % on potato 
samples 19,4 % on lettuce samples and 6,7 % on ginger samples were positive, 
respectively. One hundred and forty two isolates were distributed into 15 different 
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we found in the vegetables the same PCR-ribotypes, that cause C. difficile 
infections in humans. 
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PFGE gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (angl. Pulsefield gel 
electrophoresis) 
rDNA ribosomalna deoksiribonuklenska kislina (angl. Ribosomal 
deoxyribonucleic acid) 
REA polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne DNA (angl.Restriction 
endonuclease analysis) 
RFLP polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction fragment 
length polymorphism) 
SNP polimorfizem posameznih nukleotidov (angl. Single nucleotide 
polymorphism) 
SNV  varianta posameznega nukleotida (angl. Single-nucleotide variant) 
TAE tris-acetatni-EDTA pufer 
TBE tris-boratni-EDTA pufer 
TcdA toksin A bakterije C. difficile 
TcdB toksin B bakterije C. difficile 
TMA tetrametil amonij (angl. Tramethylammonium) 
V volt 
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1 UVOD 
 
Bakterija Clostridium difficile (Clostridioides difficile) je po Gramu pozitivna, striktno 
anaerobna, ubikvitarna in sporogena paličasta bakterija (Bloomfield in Riley, 2016). Spada 
med najpomembnejše povzročiteljice bolnišničnih črevesnih okužb in ima velik pomen v 
javnem zdravstvu. Čeprav se okužbe še vedno najpogosteje pojavljajo pri ljudeh z večjim 
tveganjem (hospitalizirani bolniki, starejši od 65 let in po antibiotični terapiji), se vse 
pogosteje pojavljajo tudi pri ljudeh, ki ne spadajo v rizično populacijo (bolniki, ki niso v 
stiku z bolnišničnim okoljem, nosečnice, otroci) (Rupnik in sod., 2009).  
 
Čeprav je glavni naravni rezervoar bakterije C. difficile črevo otrok in mladih živali, lahko 
bakterijo najdemo tudi v vodi (reke, jezera, vodovoda voda), tleh, hrani (meso in 
zelenjava) in v gospodinjstvih (npr. tla, različne kuhinjske površine in hladilniki) (Alam in 
sod., 2014; Janežič in sod., 2016; Janežič in sod., 2018). Bakterija C. difficile tvori zelo 
odporne spore, ki se iz prebavil ljudi in živali izločajo v okolje, kar lahko neposredno ali 
posredno vodi tudi do kontaminacije različnih poljščin.  
 
Spore na površini zelenjave lahko predstavljajo vir okužbe ljudi in živali, neposredno z 
uživanjem okužene zelenjave ali posredno z vnosom spor na različne površine v 
gospodinjstvu, npr. kuhinjski pulti ali shrambe (Rupnik in sod., 2009; Rodriguez in sod., 
2016b; Janežič in sod., 2018; Rodriguez Diaz in sod., 2018). Iz različnih študij je razvidno, 
da se genotipi, ki jih najdemo pri ljudeh pojavljajo, tako v domačem, kot tudi v naravnem 
okolju. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Za osamitev bakterije C. difficile iz različnih vzorcev zelenjave imajo na Oddelku za 
mikrobiološke raziskave, Centra za medicinsko mikrobiologijo na Nacionalnem 
laboratoriju za zdravje, okolje in hrano v uporabi interno metodo, ki vključuje bogatitev in 
osamitev bakterije C. difficile na selektivnem kromogenem gojišču po alkoholnem šoku 
bogatitvene kulture. Namen magistrskega dela je bil ugotoviti mejo občutljivosti gojitvene 
metode za osamitev bakterije C. difficile iz različnih vzorcev zelene solate, s površine 
krompirja in ugotoviti pogostnost ter raznolikost genotipov bakterije C. difficile na površini 
krompirja, ingverja in v različnih vzorcih zelene solate (kupljenih v trgovini, na tržnici ali 
na manjših lokalnih kmetijah). 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da: 
 
• se bo meja detekcije razlikovala med različnimi vrstami zelenjave 
• bo bakterija C. difficile prisotna na površini krompirja v večjem deležu kot v 
vzorcih zelene solate in ingverja 
• bodo nekateri genotipi izolirani iz krompirja, ingverja in zelene solate enaki kot se 
pojavljajo tudi pri ljudeh in živalih v Sloveniji. 
  
 
Skok B. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
3 
 
 
 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OPIS BAKTERIJE Clostridium difficile 
 
Clostridium difficile (pred kratkim prevrščen v Clostridioides difficile) je po Gramu 
pozitivna, striktno anaerobna in sporogena paličasta bakterija (Bloomfield in Riley, 2016). 
Uvrščamo jo v rod Clostridioides, družino Clostridiaceae, red Clostridiales, razred 
Clostridia, deblo Firmicutes in kraljestvo bakterij (Murray in sod., 2013; Lawson in sod., 
2016). 
 
Bakterija C. difficile je bila izolirana leta 1935 iz blata novorojenčkov. Prvotno so jo 
imenovali Bacillus difficilis, zaradi težavne izolacije, počasne rasti in njene morfologije. 
Od leta 1970 dalje se imenuje Clostridium difficile (Khan in Elzouki, 2014). Leta 2016 so 
Lawson in sod., predlagali prerazvrstitev Clostridium difficile v Clostridioides difficile kot 
tipsko vrsto novega rodu Clostridioides. Trenutno se lahko uporabljata obe imeni v 
znanstvene, klinične in komercialne namene, Clostridium difficile in Clostrdioides difficile 
(Lawson in sod., 2016; Oren in Rupnik, 2018). Predlagana prerazvrstitev ni prvi poskus 
spremembe taksonomije vrste Clostridium difficile na podlagi filogenetskih lastnosti. Pred 
tem sta Yutin in Galperin predlagala nov rod Peptoclostridium. Dokazali so, da je bakterija 
C. difficile tesneje povezana z družino Peptostreptococcaceae, zato so predlagali, da se 
bakterijo C. difficile uvrsti v rod Peptoclostridium in se jo preimenuje v Peptoclostridium 
difficile, vendar se slednje ni uveljavilo (Rodriguez in sod., 2016a; Oren in Rupnik, 2018). 
 
C. difficile je ubikvitarna bakterija in jo lahko izoliramo skoraj iz vseh okolij. Naravni 
rezervoar bakterije je črevesje ljudi in živali, predvsem otrok in mladih živali. Najdemo jo 
lahko tudi v različnih naravnih okoljih, vodi (bazeni, čistilne naprave, morja, jezera, reke, 
vodovodna voda), tleh, v hrani (zelenjava in meso) in na različnih površinah v 
gospodinjstvu (tla, kuhinjske površine, hladilniki) (Alam in sod., 2014; Janežič in sod., 
2016; Janežič in sod., 2018). 
 
2.2 OKUŽBE Z BAKTERIJO Clostridium difficile 
 
Bakterija C. difficile povzroča črevesne okužbe. Največ okužb povzroča pri 
hospitaliziranih bolnikih in bolnikih zdravljenih z antibiotiki. Okužba poteka po fekalno-
oralni poti, najverjetneje preko kontaminiranih rok. Roke se s sporami lahko kontaminirajo 
pri neposrednem stiku s simptomatskimi bolniki ali z asimptomatskimi nosilci, lahko se 
tudi posredno kontaminirajo v domačem in naravnem okolju. Potencialni vir za okužbe 
ljudi predstavlja tudi stik z živalmi in hrana (Durovic in sod., 2018).  
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Bakterija C. difficile je bila opredeljena kot povzročiteljica bolezni šele leta 1978, čeprav je 
bila huda oblika okužbe (psevdomembranozni kolitis) opisana že leta 1893 (Bartlett, 
1994). Okužba z bakterijo C. difficile (OCD) lahko poteka asimptomatsko ali 
simptomatsko kot blaga oblika driske ali v težjih primerih kot psevdomembranozni kolitis 
ali toksični megakolon, ki lahko vodita v smrt bolnika. Glavni dejavniki tveganja za OCD 
so starost (nad 65 let), hospitalizacija in antibiotična terapija (Rupnik in sod., 2009; 
Rodriguez in sod., 2016a). V nasprotju s prvotnim prepričanjem, da je OCD omejena le na 
hospitalizirane bolnike, se znaten delež posameznikov okuži izven bolnišnice (Rupnik in 
sod., 2009; Elliott in sod., 2017). 
 
Bakterija C. difficile je lahko del normalne črevesne mikrobiote pri majhni skupini zdravih 
ljudi in hospitaliziranih bolnikih. OCD je povezana s porušenjem črevesne mikrobiote, ki 
je predvsem posledica uporabe različnih antibiotikov (cefalosporinov, klindamicina, 
fluorokinolonov in penicilina), redkeje drugih terapij (npr. kemoterapije) in kirurških 
posegov (Kazanowski in sod., 2014). 
 
2.2.1 Toksini 
 
Bakterija C. difficile proizvaja enterotoksin TcdA (toksin A) in/ali citotoksin TcdB (toksin 
B), ki sta glavna dejavnika virulence in odgovorna za nastanek bolezni. Nekateri sevi 
proizvajajo še tretji toksin, binarni toksin CDT (Rupnik in sod., 2009). 
 
Toksina A in B delujeta na GTP-vezavne proteine (Rho, Rac, Cdc42), posledica česar so 
celične spremembe. Prekinejo se tesni stiki, celica se zaokroži, kar vodi v celično smrt in 
nastanek vnetnega odziva, kar povzroči nepravilno delovanje črevesnega epitelija (Jank in 
sod., 2007; Rupnik in sod., 2009). Toksina A in B pripadata družini velikih klostridijskih 
toksinov imenovani družina LCT. Sem spadajo še letalni (TcsL) in hemoragični (TcsH) 
toksin bakterije C. sordellii, alfa toksin (TcnA) bakterije C. novyi in toksin TpeL bakterije 
C. perfringens (Carter in sod., 2012). Toksin A in toksin B sta zapisana na toksinskem 
lokusu PaLoc, ki je velik 19,6 kb in vsebuje tri dodatne regulatorne gene: tcdC, tcdR in 
tcdE (Rodriguez in sod., 2016a). Gen tcdR kodira alternativni sigma faktor in je vključen v 
pozitivno regulacijo prepisovanja genov, gen tcdC kodira negativni regulator prepisovanja 
genov. Gen tcdE kodira hidrofobni protein TcdE, ki omogoča sprostitev toksinov iz celice 
(Rupnik in sod., 2009; Stare in Rupnik, 2010; Carter in sod., 2012). 
 
Sevi C. difficile lahko proizvajajo še binarni toksin CDT (C. difficile transferaza), ki 
verjetno sodeluje pri pritrjevanju bakterije na površino epitelijskih celic (Martin in sod., 
2016; Smits in sod., 2016). CDT spada med klostridijske binarne toksine, ki niso povezani 
s TcdA in TcdB. Binarni toksin je sestavljen iz dveh proteinov CdtB in CdtA. CdtB ima 
vezavno funkcijo in CdtA je encimska komponenta. Geni, ki kodirajo CdtA in CdtB, se 
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nahajajo na binarnem lokusu toksina (CdtLoc), skupaj z regulatornim genom cdtR. Vloga 
CDT pri bolezni še ni dobro pojasnjena (Rupnik in sod., 2009). 
 
Sevi, ki ne proizvajajo nobenega od toksinov, so netoksigeni sevi in ne povzročajo bolezni. 
V netoksigenih sevih je PaLoc nadomeščen s 115 bp dolgim nekodirajočim zaporedjem 
(Braun in sod.; 1996; Rupnik in sod., 2009). Na mestu lokusa PaLoc je lahko vstavljena 
tudi 7,2 kb regija (Slika 1) (Elliott in sod., 2009; Janežič in sod., 2015a). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz regije PaLoc (A), 115 bp dolgega zaporedja (B) in 7,2 kb regije – senčeno v sivi 
barvi (C) (Janežič in sod., 2015a). 
 
2.2.2 Diagnostika, zdravljenje in prepričevanje okužb 
 
Za potrditev okužbe z bakterijo C. difficile uporabljajo različne vrste laboratorijskih testov. 
Teste bi lahko razporedili v različne skupine: tiste, ki zaznavajo organizem, tiste, ki 
zaznavajo toksin, in tiste, ki odkrivajo toksinske gene (če je organizem potencialno 
sposoben producirati toksin) (Rupnik in sod., 2009; Bloomfield in Riley, 2016).  
 
Zdravljenje je odvisno od resnosti bolezni in simptomov. Najpomembnejši začetni korak je 
prenehanje z antibiotično terapijo, ki je povzročila bolezen, in začeti z antibiotično terapijo 
z metronidazonom, vankomicinom ali ozkospecifičnim antibiotikom fidaksomicinom 
(Rupnik in sod., 2009; Ong in sod., 2017). Predvsem metronidazol in vankomicin vplivata 
na porušenje črevesne mikrobiote. Po končani antibiotični terapiji, traja nekaj časa, da se 
le-ta obnovi in tako lahko pride do ponovne okužbe z bakterijo C. difficile. Zelo učinkovita 
terapija, ki se je poslužujejo predvsem pri ponavljajočih se okužbah, je fekalna 
transplantacija, pri kateri se črevesna mikrobiota bolnika z OCD zamenja s črevesno 
mikrobioto zdravega posameznika. Pri preprečevanju okužbe in kot dopolnilno zdravljenje 
se lahko uporabljajo tudi probiotiki, vendar so dokazi o uporabi probiotikov še 
neopredeljeni. Pri bolnikih s toksičnim megakolonom, s kliničnimi simptomi sepse, hudimi 
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okvarami organov in ileusom je potrebno kirurško zdravljenje (Rupnik in sod., 2009; 
Janežič in sod., 2015b; Ong in sod., 2017; Smits in sod., 2016). 
 
Za preprečevanje širjenja okužb v bolnišničnem okolju je potrebno bolnike izolirati, s tem 
se zmanjša prenos spor v okolico ali na druge bolnike. Potrebna je tudi dezinfekcija vseh 
površin, s katerimi je bil bolnik v stiku, z dezinfekcijskimi sredstvi na osnovi klora. 
Pomembno je tudi umivanje rok z milom in vodo ter uporaba rokavic s strani 
zdravstvenega osebja. Prav tako je pomembna tudi smotrna uporaba antibiotikov (Rupnik 
in sod., 2009; Kazanowski in sod., 2014; Smits in sod., 2016). 
 
2.3 TIPIZACIJSKE METODE 
Bakterija C. difficile je pogosto povezana z bolnišničnimi izbruhi in zato so se tipizacijske 
metode razvile zelo zgodaj. Na začetku so uporabljali fenotipske metode, ki so jih 
nadomestile molekularne metode. Tipizacijske metode se uporabljajo za spremljanje in 
raziskovanje izbruhov OCD lokalno kot tudi globalno, za pojasnjevanje možnih prenosov 
med živalmi in ljudmi ter odkrivanje novih rezervoarjev (Janežič in Rupnik, 2010). 
 
Za tipizacijo bakterije C. difficile se uporabljajo različni molekularni pristopi:  
 
• polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne DNA (REA), 
• gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (PFGE),  
• toksinotipizacija,  
• PCR ribotipizacija,  
• analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom tandemskih ponovitev 
(MLVA), 
• verižna reakcija s polimerazo z naključnim začetnim oligonukleotidom (AP-PCR), 
• polimorfizem dolžin pomnoženih fragmentov (AFLP), 
• tipizacija na osnovi zaporedij več lokusov (MLST),  
• slpA tipizacija,  
• sekvenčna tipizacija tandemskih ponovitev in 
• primerjava celotnih genomskih zaporedij (Rupnik in sod., 2009; Janežič in Rupnik, 
2010; Huber in sod., 2013).  
 
Trenutni standard za tipizacijo bakterije C. difficile je PCR ribotipizacija, druga metoda je 
toksinotipizacija, ta je pomembna, ker nam pokaže razlike v toksinskem lokusu PaLoc 
(Janežič in sod., 2016).   
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2.3.1 Toksinotipizacija 
 
Toksinotipizacija je molekularna metoda, ki je bila prvič opisana leta 1998. Osnovana je na 
PCR-RFLP (PCR-polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov) analizi regije PaLoc, ki 
kodira TcdA in TcdB. Spremembe v regiji PaLoc se primerjajo z referenčnim sevom VPI 
10463 (toksinotip 0), v katerem je bil PaLoc prvič posekvenciran. Toksinotip določimo s 
pomnoževanjem fragmentov B1 (del toksina B) in A3 (del toksina A), ki jih nato režemo z 
restrikcijskimi encimi. Fragment B1 režemo z restrikcijskima encimoma HincII in AccI, 
medtem ko fragment A3 z restrikcijskim encimom EcoRI. S kombinacijo rezanih 
fragmentov B1 in A3 nato določimo toksinotip, saj vsak vsebuje edinstveno kombinacijo 
fragmentov B1 in A3. Trenutno je opisanih 34 variantnih toksinotipov od I do XXXIV. 
Toksinotipi z enako kombinacijo fragmentov B1 in A3, vendar s spremembami v drugih 
regijah PaLoc, so razporejeni v podtipe (a, b, c, itd.). Najpogostejši toksinotipi izolirani iz 
ljudi so 0, III, IV, V in VIII, medtem ko se ostali toksinotipi pojavljajo sporadično (Rupnik 
in Janežič, 2016).  
 
2.3.2 Ribotipizacija 
 
PCR ribotipizacija je splošno priznana kot standardna tipizacijska metoda za bakterijo C. 
difficile (Slika 2). Trenutno je znanih več kot 500 PCR ribotipov, nekateri se pogosteje 
pojavljajo kot drugi in njihova geografska porazdelitev se spreminja (Rupnik in Janežič, 
2010; Fawley in sod., 2015; Zidaric in Rupnik, 2016). PCR ribotipizacija je metoda, ki 
temelji na pomnožitvi medgenske regije med 16S in 23S rDNA (ITS) v ribosomalnih 
operonih (Bidet in sod., 1999). Operon je prisoten v različnem številu v genomu bakterije 
C. difficile, kopije se razlikujejo po dolžini ITS. Pri pomnoževanju ITS z enim parom 
začetnih oligonukleotidov dobimo pomnožene fragmente od 200 do 700 bp. Rezultat 
ribotipizacije je tako vzorec fragmentov, ki ga primerjamo z referenčnimi sevi in določimo 
ribotip (Janežič in Rupnik, 2010). PCR-ribotip je definiran kot skupina sevov z identičnim 
vzorcem fragmentov. Poimenujemo ga s trimestno številko, ko se profil ujema z 
mednarodnim referenčnim sevom ali z internimi oznakami (npr. SLO 001, SLO 002, itd.) 
(Janežič in Rupnik, 2010). 
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Slika 2: Primer slike PCR ribotipov na agaroznem gelu (100 kb marker je označen z M in PCR ribotipi sevov 
so označeni s številkami od 1– 16). 
 
2.4 EPIDEMIOLOGIJA OKUŽB Z BAKTERIJO Clostridium difficile 
 
Okužbe z bakterijo C. difficile se pojavljajo po vsem svetu. Vedno pogosteje se pojavljajo 
tudi pri bolnikih, ki niso bili hospitalizirani ali v stiku z bolnišničnim okoljem, pri otrocih, 
mlajših ljudeh, nosečnicah in ne le pri bolnikih, ki so za okužbo bolj dovzetni 
(hospitalizirani bolniki, starejši od 65 let in po antibiotični terapiji) (Rupnik in sod., 2009). 
Ob sprejemu v bolnišnico se približno 4–10 % bolnikov kolonizira s toksigenim sevom 
bakterije C. difficile in ta delež se med hospitalizacijo povečuje. Z bakterijo C. difficile, naj 
bi bilo koloniziranih 35–40 % otrok mlajših od enega leta in le 3 % odraslih (Stoesser in 
sod., 2017). 
 
Izbruhi OCD so se začeli pojavljati leta 2003 v Kanadi in ZDA, nato so se leta 2005 
razširili do Velike Britanije in od tam dalje po vsej Evropi. Izbruhe je povzročil 
hipervirulentni sev bakterije C. difficile, PCR-ribotip 027 in toksinotip III (Peppin in sod., 
2004; Kuijper in sod., 2005; Kuijper in sod., 2006; Freeman in sod., 2010). 
Izvenbolnišnične izbruhe okužb povezujejo s PCR ribotipom 078 (Keessen in sod., 2017; 
Stoesser in sod., 2017).  
 
2.4.1 Epidemiologija v Evropi 
 
Tudi v evropskih državah se je število okužb po letu 2003 močno povečalo, predvsem 
zaradi širjenja hipervirulentnega seva 027. Po prvih epidemični izbruhih v Evropi so 
naredili večje študije, ki so vključevale veliko evropskih držav z namenom, da ugotovijo 
kateri sevi so najpogostejši (Davis in sod., 2016).  
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V dvomesečno evropsko študijo v letu 2005 je bilo vključenih 14 evropskih držav in 
najpogostejši PCR-ribotipi so bili 001, 014, 017, 020 in 027 (Barbut in sod., 2007). 
 
V večji epidemiološki študiji iz leta 2008 so vključili 34 evropskih držav in našli 65 
različnih PCR-ribotipov. Najpogostejši PCR-ribotipi so bili 014/020 (16 %), 001 (9 %), 
078 (8 %) in prevalenca PCR-ribotipa 027 je bila 5 % (Bauer in sod., 2011). 
 
Med letoma 2012 in 2013 so v študiji iz 19. evropskih držav našli 125 različnih PCR-
ribotipov. Najpogostejši PCR-ribotipi so bili 027 (19 %), 001/072 (11 %), 014/020 (10 %). 
Pojavnost PCR-ribotipa 027 je bila v tej raziskavi največja, medtem ko je bila v študiji iz 
leta 2008 več kot trikrat manjša (Davis in sod., 2016). 
 
2.4.1.1 Epidemiologija v Sloveniji 
 
V Sloveniji je bila prva študija o bakteriji C. difficile objavljena leta 1992, v kateri so 
obravnavali 89 bolnikov (Zupanc in sod., 1992; Rupnik in Kotnik Kevorkijan, 2009). 
 
Število prijavljenih okužb v zadnjih letih v Sloveniji narašča. Leta 1999 sta bili le dve 
prijavi okužbe, leta 2015 je število prijav naraslo na 596. V letu 2016 se je število prijav 
nekoliko zmanjšalo na 547 in od tega je bilo 66 % vseh prijav pri bolnikih starejših od 65 
let. Od vseh prijavljenih primerov je bilo hospitaliziranih 66 %, kar je največ med 
črevesnimi nalezljivimi boleznimi. Okužbe z bakterijo C. difficile v Sloveniji se pojavljajo 
pri bolnikih z običajnimi dejavniki tveganja (starejše osebe, osebe s kroničnimi boleznimi, 
hospitalizirane osebe in osebe na antibiotični terapiji), kot tudi pri osebah, ki teh 
dejavnikov nimajo (Grilc in sod., 2017). 
 
Med letoma 2008 in 2010 je bil najpogostejši PCR-ribotip 014/020, medtem ko ribotipa 
027 niso zaznali. Prvi izbruh je bil prijavljen v Sloveniji leta 2011 in vsi bolniki so bili 
okuženi s PCR-ribotipom 027. V Sloveniji je bila leta 2012 narejena raziskava v kateri je 
sodelovalo vseh osem laboratorijev, ki izvajajo diagnostiko na okužbo z bakterijo C. 
difficile. Odkrili so 42 različnih PCR-ribotipov, najpogostejša sta bila 027 in 014/020 
(Kevorkijan in sod., 2013; Rupnik in sod., 2013a; Rupnik in sod., 2013b). 
 
Slovenija je bila vključena v dve večji evropski študiji, prva je potekala leta 2008 (Bauer in 
sod., 2011) in druga med letoma 2012 in 2013 (Davis in sod., 2016). V študiji, ki je 
potekala leta 2008, je bilo 20 % testiranih bolnikov pozitivnih na OCD, od tega je bilo 67 
% okužb povezanih z bolnišničnim okoljem in 33 % pridobljenih v domačem okolju. 
Izolirani so bili naslednji ribotipi: 014, 017, 018 in 078. V evropski študiji od 2012 do 
2013 noben izmed testiranih vzorcev ni bil pozitiven na bakterijo C. difficile ali na njene 
toksine (Barbut in sod.,2007; Rupnik in sod., 2013b; Davis in sod., 2016). 
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2.5 RAZŠIRJENOST BAKTERIJE Clostridium difficile V IZVENBOLNIŠNIČNEM 
OKOLJU 
 
Clostridium difficile je ubikvitarna bakterija in jo najdemo tako v zdravstvenih ustanovah 
kot tudi v zunajbolnišničnih okoljih. Prav spore omogočajo preživetje bakterije C. difficile 
v aerobnem okolju, odporne so na visoke temperature, kemikalije in na izsušitev (Rupnik 
in sod., 2009; Warriner in sod., 2016). C. difficile se nahaja pri ljudeh, živalih, hrani in v 
okolju (voda, tla, sedimenti, čistilne naprave, zrak in gospodinjstvo) (Rupnik in sod., 2009; 
Warriner in sod., 2016; Alam in sod., 2017; Riedel in sod., 2017).  
 
2.5.1 Bakterija Clostridium difficile v okolju 
 
Razširjenost in kontaminacija bakterije C. difficile v okolju še ni dodobra raziskana, zato 
so potrebne različne študije, s pomočjo katerih bo možno oceniti razširjenost bakterije C. 
difficile v različnih okoljih (Alam in sod., 2014). Leta 1974 so v Pakistanu opisali 
prisotnost bakterije C. difficile na senu, v tleh in v pesku (Hafiz, 1974). V Veliki Britaniji 
na področju južnega Walesa je bila narejena obširnejša študija in bakterija C. difficile je 
bila izolirana iz velikega števila okoljskih virov: rek, morij, jezer, tal, bolnišnic, bazenov, 
vodovodne vode, zasebnih domov. Vseh pozitivnih vzorcev je bilo 7,1 % in od tega je 
imelo 76 % izolatov toksin A. Največ pozitivnih vzorcev so našli v vodnih virih (87,5 % 
vode iz rek, 43,7 % vode iz morske vode, 46,7 % vode iz jezer, 50 % vode iz bazenov in 
5,5 % vodne iz pipe) (Al Saif in Brazier, 1996).  
 
Druge evropske študije so dokazale bakterijo C. difficile v vodnih virih: vodovodna voda 
(Kotila in sod., 2013), reke (Zidaric in sod., 2010), morska voda (Pasquale in sod., 2011), 
voda iz posod za pitje živali na kmetijah (Bandelj in sod., 2016), voda iz luž (Janežič in 
sod., 2016) in voda iz čistilnih naprav (Romano in sod., 2012a; Steyer in sod., 2015). 
Kontaminirana voda za namakanje poljščin ali umivanje zelenjave in sadja, je lahko vzrok 
za kontaminacijo hrane (Romano in sod., 2012a; Rodriguez in sod., 2016b). Med letoma 
2013 in 2015 so v slovenski študiji izolirali bakterijo C. difficile iz luž (14,4 %) in vzorcev 
tal (36,7 %) (Janežič in sod., 2016). V študiji iz Zimbabwe so testirali 146 vzorcev tal, 
pozitivnih je bilo 37 % vseh vzorcev (Simango, 2006). Gamboa in sod. (2005) so v 
Kostariki dokazali bakterijo C. difficile v 3 % vseh vzorcev tal. Båverud in sod. (2003) so 
testirali 598 različnih vzorcev tal; pozitivnih je bilo 11 % vzorcev tal iz pašnikov in brežin 
v bližini kobilarn, medtem ko je bil iz kmetij z odraslimi konji pozitiven le 1 % vzorcev. 
Med vzorci tal iz javnih parkov, igrišč, vrtov in obdelovalnih kmetijskih površin je bilo 
pozitivnih 4 % vzorcev (Båverud in sod., 2003). Bandelj in sod. (2016) so testirali 80 
vzorcev tal (iz okolice hleva na kmetijah z mlečno živinorejo) in na bakterijo C. difficile je 
bilo pozitivnih 35 % vzorcev. 
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Tla lahko predstavljajo vir kontaminacij poljščin, kontaminirana tla se lahko v 
gospodinjstva prenese tudi preko obutve (Janežič in sod., 2018; Rodriguez Diaz in sod., 
2018).  
 
Kontaminacijo s sporami bakterije C. difficile lahko najdemo tudi na različnih površinah v 
domačem okolju (Bloomfield in Riley, 2016; Rodriguez in sod., 2016b). V študiji iz 
Teksasa so zbirali vzorce po domovih, vzorce so zbirali iz podplatov na čevljih, površin v 
kopalnici, tal v stanovanju in drugih gospodinjskih površin. Bakterijo C. difficile so 
izolirali iz 32,3 % vzorcev in vsi izolati so bili toksigeni. Najvišji odstotek pozitivnih 
vzorcev je bil na podplatih čevljev (39,7 %), sledile so površine v kopalnici (33,3 %), tla v 
stanovanju (33,3 %) in druge gospodinjske površine (18,9 %) (Alam in sod., 2014). V 
slovenski študiji so izolirali bakterijo C. difficile iz podplatov čevljev (43 %), hišnih copat 
(28 %) in pasjih šap (24 %). Večina ribotipov je pripadalo PCR-ribotipu 014/020, ki je v 
Sloveniji tudi najbolj pogost pri ljudeh, v hrani in okolju. Spore bi se lahko iz pasjih šap in 
podplatov čevljev razširile med gospodinjstvom in okoljem, posledično bi se tako lahko 
okužili tudi ljudje (Janežič in sod., 2018).  
 
Okolje igra pomembno vlogo predvsem pri prenosu bakterije C. difficile (Rodriguez Diaz 
in sod., 2018). V slovenski študiji so Janežič in sod. (2012) pokazali prekrivanje PCR-
ribotipov med okoljem in ljudmi. Med rezervoarjema se je prikrivalo 16 različnih PCR-
ribotipov, najpogostejša PCR-ribotipa sta bila 014/020 in 010. Najbolj razširjeni PCR-
ribotipi v okolju so prikazani v Preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Najbolj razširjeni PCR-ribotipi v okolju. 
Okolje PCR-ribotipi Viri 
VODA 
VODOVODNA 002, 011, 014/020 Kotila in sod., 2013 
REKE 014, SLO 010 Zidaric in sod., 2010 
MORSKA 003 Pasquale in sod., 2011 
ZA PITJE ŽIVALI 014/020, SLO 036 Bandelj in sod., 2016 
IZ ČISTILNIH NAPRAV 078, 014/020, 010, 046 
Romano in sod., 2012; 
Steyer in sod., 2015 
LUŽE 014/020, 010, SLO 204 Janežič in sod., 2016 
TLA  
014/020, 010, SLO 204, 
001/072, 012, 018, 023, 033, 
081, SLO 025, SLO 057, 
SLO 060, SLO 063 
Bandelj in sod., 2016; 
Janežič in sod., 2016  
GOSPODINJSTVO 
POVRŠINE V 
STANOVANU 
001,002, 014/020 Alam in sod., 2014 
PODPLATI ČEVLJEV IN 
HIŠNIH COPAT 
014/020, 010, 002, 001 
Alam in sod., 2014; 
Janežič in sod., 2018 
PASJE ŠAPE 014/020, 010 Janežič in sod., 2018 
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2.5.2 Bakterija Clostridium difficile pri živalih 
 
Živali predstavljajo pomemben rezervoar bakterije C. difficile, izolirali so jo na primer iz 
blata pujsov, krav, konjev, piščancev, koz, rac, gosi, kamel, zajcev, in domačih živali, kot 
so psi in mačke (Rodriguez in sod., 2016b). Pri živalih so prvič poročali o bakteriji najdeni 
v tjulnju, leta 1960 (McBee, 1960).  
 
Najbolj prevalentni sevi C. difficile pri ljudeh so zelo razširjeni tudi pri različnih živalih. 
Pri ljudeh in živalih se pojavljajo isti ribotipi in zato so tudi živali lahko potencialni 
rezervoar in vir okužb (Janežič in sod., 2012; Janežič in sod., 2015b). Najpogostejši PCR-
ribotipi pri živalih so prikazani v Preglednici 2.  
 
Preglednica 2: Najbolj razširjeni PCR-ribotipi pri živalih. 
Vrsta živali PCR-ribotipi Viri 
VZREJNE 
ŽIVALI 
PRAŠIČI 
002, 005, 014, 013, 015, 023, 
046, 066, 078, 126 
Pirš in sod., 2008; Alvarez-Perez in sod., 
2009; Avbersek in sod., 2009; Indra in sod., 
2009; Hoffer in sod., 2010; Hopman in sod., 
2011; Keessen in sod., 2011b; Koene in sod., 
2012; Rodriguez in sod., 2012; Alvarez-Perez 
in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2013; 
Schneeberg in sod., 2013; Janežič in sod., 
2014; Noren in sod., 2014 
GOVEDO 
002, 003, 012, 014, 015, 029, 
033, 038, 045, 066, 070, 077, 
078, 081, 126, 137 
Pirš in sod., 2008; Avbersek in sod., 2009; 
Hoffer in sod., 2010; Koene in sod., 2012; 
Rodriguez in sod., 2012; Romano in sod., 
2012b, Zidaric in sod., 2012; Rodriguez in 
sod., 2013; Schmid in sod., 2013; Schneeberg 
in sod., 2013; Janežič in sod., 2014 
KOZE 001, 010, 014, 020, 045, 066 Rieu-Lesme and Fonty, 1999; Koene in sod., 
2012; Romano in sod., 2012b; Avbersek in 
sod., 2014 OVCE 015, 056, 061, 097 
PERUTNINA 001, 010, 014, 023, 446 
Zidaric in sod., 2008; Indra in sod., 2009; 
Koene in sod., 2012; Janežič in sod., 2014 
KONJI 
005, 006, 010, 012, 014, 023, 
033, 035, 039, 042, 045, 051, 
078, 126 
Avbersek in sod., 2009; Ossiprandi in sod., 
2010; Koene in sod., 2012; Janežič in sod., 
2014; Rodriguez in sod., 2014a; Rodriguez in 
sod., 2014b; Rodriguez in sod., 2015 
KUNCI 002, 014, 020, 078, 012, 205 Drigo in sod., 2015 
DOMAČE 
ŽIVALI 
PSI 
009, 010, 012, 430 014/020, 
021, 027, 031, 039, 045, 056, 
078, 106, 107, 154, 213  
Weese in sod., 2010; Koene in sod., 2012; 
Schneeberg in sod., 2012; Pirš in sod., 2013; 
Wetterwik in sod., 2013; Alvarez-Perez in 
sod., 2015; Spigaglia in sod., 2015; Alvarez-
Perez in sod., 2017; Orden in sod., 2017 
MAČKE 009, 010, 039, 014/020, 045 Koene in sod., 2012; Schneeberg in sod., 2012 
DIVJE ŽIVALI 078, 033, 045, 126 
Burt in sod., 2012; Bandelj in sod., 2016; 
Andres-Lasheras in sod., 2017 
 
V današnjem času so domače živali obravnavane kot družinski član, v stanovanju imajo 
dostop do vseh prostorov in površin. Otroci imajo pogosto bližnji stik z domačimi 
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ljubljenčki, saj spijo v njihovih posteljah, mačke in psi jih pogosto ližejo po obrazu. Prav to 
je lahko vzrok za prenos spor iz živali na človeka in posledična možnost okužbe z bakterijo 
C. difficile (Stull in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2016b). Stull in sod., (2013) so poročali, 
da si otroci po stiku z živalmi, le redko umijejo roke. Wesse in sod., (2010) poročajo, da je 
bilo 10 % psov koloniziranih z bakterijo in spore so bile prisotne kar v 31 % gospodinjstev.  
 
2.5.3 Bakterija Clostridium difficile v hrani 
 
Spore bakterije C. difficile so lahko prisotne v mesu (Hoffer in sod., 2010; Jöbstl in sod., 
2010; Rodriguez in sod., 2014b), ribah in školjkah (Metcalf in sod., 2011; Pasquale in sod., 
2012; Norman in sod., 2014) ter zelenjavi (Al Saif in Brazier, 1996; Metcalf in sod., 2010; 
Lim in sod., 2018), zato je hrana lahko potencialni vir okužbe z bakterijo C. difficile 
(Rodriguez in sod., 2016b; Rodriguez Diaz in sod., 2018). Na to kaže tudi prekrivanje 
genotipov med hrano, živalmi in ljudmi (Rodriguez Diaz in sod., 2018). Najpogostejših 
PCR-ribotipi so prikazani v Preglednici 3. 
 
Vir kontaminacije mesa, lahko vključuje prenos spor iz črevesja pri zakolu, preko 
umazanih rok in predmetov pri predelavi in pakiranju ali kontaminacija na tržnicah 
(Rupnik in Songer, 2010). Začetne študije so poročale o višjem številu pozitivnih vzorcev 
v mesu v Severni Ameriki, kjer je bilo od 4,6–50 % pozitivnih vzorcev, medtem ko je bilo 
pozitivnih vzorcev v evropski državah manj (0–3 %) (Songer in sod., 2009). Študije sedaj 
kažejo na podobno situacijo v vseh državah, kjer se število pozitivnih vzorcev v mesu 
pojavlja od 0–15 % (Rupnik in Songer, 2010; Rodriguez in sod., 2016b).  
 
V Sloveniji sta Zidaric in Rupnik (2012) iskali bakterijo C. difficile tudi na površini jajčne 
lupine in v sestavljenih solatah (zelena solata, korenje, zelje, fižol, kalčki,…). V sestavljeni 
solati bakterije nista dokazali, medtem ko sta jo izolirali iz površine jajčne lupine (2 %), 
prisotna sta bila PCR-ribotipa 014/020 in 002, ki sta bila že izolirana iz ljudi in živali.   
 
Sadje in zelenjava, ki nista termično obdelana lahko predstavljata vir okužbe. Vzrok za 
kontaminirano zelenjavo so lahko kontaminirana tla ali voda, ki se uporablja za namakanje 
ali umivanje (Eckert in sod., 2013; Rodriguez in sod., 2016b; Rodriguez Diaz in sod., 
2018).  
 
Al Saif in Brazier (1996) sta naredila obsežno raziskavo in sta bakterijo C. difficile 
izolirala iz veliko okoljskih virov, med drugim tudi iz zelenjave. Vrste zelenjave, ki so bile 
vključene, so: kumare, čebula, paradižnik, gobe, zelje, korenje, redkev in krompir ter 
zelena solata. Skupaj je bilo pozitivnih 2,3 % vzorcev zelenjave, od tega je bil v 71,4 % 
pozitivnih vzorcev prisoten toksigeni sev. Na Škotskem poročajo o 7,5 % pozitivnih 
vzorcev solate pripravljene za uživanje (Bakari in sod., 2009).  
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V Kanadi so bakterijo C. difficile dokazali v kupljeni zelenjavi, od 111 vzorcev zelenjave 
je bilo pozitivnih 4,5 % vzorcev. Vzorčili so korenje, krompir, česen, ingver, rdečo peso, 
gobe, zeleno solato, zeleno čebulo, redkev, brokoli, korenino zelene, hren, repo, šparglje, 
šalotko in eddoes (azijska gomoljna zelenjava). Pozitivni vzorci zelenjave so bili ingver, 
korenje in eddoes, najpogostejši PCR-ribotip je 078 in vsi pozitivni vzorci so spadali med 
toksigene seve (Metcalf in sod., 2010). 
 
V študiji iz Francije so na prisotnost bakterije C. difficile testirali 104 vzorce zelenjave 
(korenje, gobe, redkev, korenina zelene, brokoli, rdeče zelje, cvetača, soja, grahovi kalčki), 
zelene solate in mešane solate pripravljene za uživanje. Bakterijo so dokazali v 2,9 % 
vzorcev, v zeleni solati in sestavljeni solati pripravljeni za uživanje ter v grahovih kalčkih. 
Našli so tri različne PCR-ribotipi: 001, 014/020 in 015, ki so pogosteje najdenih tudi pri 
ljudeh (Eckert in sod., 2013).  
 
V avstralski študiji so izolirali bakterijo C. difficile iz gomoljne zelenjave: krompirja, rdeče 
pese, čebule in korenja. Bakterijo C. difficile so izolirali iz 30 % zelenjave. V različnih 
vrstah zelenjave je bila bakterija različno zastopana: 55,6 % v ekološko pridelanem 
krompirju, 50 % v konvencionalno pridelanem krompirju, 22,2 % v rdeči pesi, 5,6 % v 
čebuli in 5,3 % v korenju. Primerjali so tudi število pozitivnih vzorcev med ekološko in 
konvencionalno pridelavo krompirja, vendar ni bilo bistvene razlike med pozitivnimi 
vzorci. V tej študiji je odstotek pozitivnih izolatov pri zelenjavi višji kot v vseh ostalih do 
sedaj narejenih študijah. Gomoljna zelenjava ima na svoji površini več zemlje in to je 
morebitni razlog za večjo razširjenost bakterije C. difficile na gomoljni zelenjavi kot na 
zelenjavi gojeni nad tlemi (Lim in sod., 2018).  
 
Tkalec in sod. (2018) so v slovenski študiji poročali o razširjenosti bakterije C. difficile v 
zelenjavi med leti 2014 in 2017. Izmed 154 vzorcev je bilo pozitivnih 18,2 % vzorcev 
zelenjave (listnata zelenjava, krompir in ingver), največ pozitivnih vzorcev je bilo iz 
krompirja (28,0 %), ki sta mu sledila listnata zelenjava (9,4 %) in ingver (6,7 %). Vzorci 
zelenjave so bili uvoženi iz 12 različnih držav, pripadali so 25 PCR-ribotipom in najbolj 
razširjen PCR-ribotip je bil 014/020. Večina PCR-ribotipov je že bila najdena pri ljudeh ali 
drugih okoljskih virih v Sloveniji. Izsledki študije kažejo, da je gomoljna zelenjava 
pogosteje okužena z bakterijo C. difficile kot druge vrste zelenjave, kar je tudi skladno s 
tlemi kot virom kontaminacije. V tej študij je predstavljen tudi del rezultatov iz te 
magistrske naloge.  
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Preglednica 3: Najbolj razširjeni PCR-ribotipi in prevalenca pri različnih vrstah hrane. 
Vrsta hrane 
Pozitivni 
vzorci 
PCR-ribotipi Viri 
MESO  0–15 % 
001, 003, 012, 
014, 045, 053, 
071, 078, 087 
De Boer in sod., 2009; Indra in 
sod., 2009; Von Abercon in 
sod., 2009; Weese in sod., 
2009; Bouttier in sod., 2010; 
Hoffer in sod., 2010; Jöbstl in 
sod., 2010; Rodriguez in sod., 
2014b 
MORSKA HRANA 3,9–75 % 
001, 002, 003, 
005, 010, 012, 
014, 020, 045, 
066, 078, 106 
Metcalf in sod., 2011; Pasquale 
in sod., 2011; Pasquale in sod., 
2012; Norman in sod., 2014; 
Troiano in sod., 2015 
JAJCA 2,0 % 014/020, 002 Zidaric in Rupnik, 2012 
ZELENJAVA 
Kumare, čebula, 
gobe, korenje, 
redkev, krompir 
2,3 % - Al Saif in Brazier, 1996 
Zelena solata1 7,5 % 017, 001 Bakri in sod., 2009 
Korenje 
4,5 % 078 Metcalf in sod., 2010 Ingver 
Eddoes2 
Sestavljena solata3 
0% - Zidaric in Rupnik, 2012 
Sveži kalčki 
Sestavljena solata3 
2,9 % 
014, 020, 077 
Eckert in sod., 2013 Zelena solata1 001 
Grahovi kalčki 015 
Krompir - ekološki 55,6 % 
051, 056, 
014/020, 101 
Lim in sod., 2018  
Krompir - 
konvencionalen 
50,0 % 
Rdeča pesa 22,2 % 
Čebula 5,6 % 
Korenje 5,3 % 
 Zelena solata 9,4 % 014/020, 011/049 
Tkalec in sod., 2018 
 
Krompir 28,0 % 
014/020, 126, 
053 
 
Ingver 6,7 % 
SLO 158, SLO 
229 
1 Solata pripravljena za uživanje »ready-to-eat salads«. 
2 Azijska gomoljna zelenjava 
3 Sestavljena solata je mešana solata pripravljena za uživanje »ready-to-eat salads«. 
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2.6 PRENOS MED POTENCIALNIMI REZERVOARJI 
 
Število okužb z bakterijo C. difficile v domačem okolju narašča in različne študije 
dokazujejo prisotnost bakterije C. difficile v živalih, hrani in okolju, kot sta tla in voda 
(Barbut in sod., 2007; Bauer in sod., 2011; Janežič in sod., 2012; Janežič in sod., 2014). 
 
V slovenski študiji so med leti 2008 in 2010 naredili primerjavo genotipov med tremi 
različni potencialnimi rezervoarji: ljudmi, živalmi in okoljem. Med vsemi rezervoarji se je 
prekrivalo enajst različnih PCR-ribotipov. Pri ljudeh in v okolju se je prekrivalo med seboj 
16 različnih PCR-ribotipov in osem PCR-ribotipov je bilo pogostih samo pri ljudeh in 
živalih. Najpogostejša PCR-ribotipa, ki sta se prekrivala med vsemi tremi rezervoarjih sta 
bila 014/020 in 002, ki sta tudi med najbolj razširjenimi v Evropi. Ostali najpogostejši 
PCR-ribotipi v vseh treh rezervoarjih so še 001/072, 029 in SLO 080. Iz študije je 
razvidno, da so najpogostejši genotipi, ki se pojavljajo pri ljudeh, prisotni tudi v okolju in 
pri živalih, kar kaže na potencialni prenos med rezervoarji (Janežič in sod., 2012).  
 
V študiji na Nizozemskem so analizirali celotno genomsko zaporedje (polimorfizem 
posameznih nukleotidov – SNP) bakterije C. difficile s PCR-ribotipom 078, izoliranim iz 
ljudi in živali na prašičjih farmah. Za PCR-ribotip 078 so se odločili, ker ga pogosto 
najdemo pri živalih in ljudeh. Dokazali so, da so bili kmetje in prašiči kolonizirani z 
identičnimi (brez razlik v genomu) in skoraj identičnimi (dva SNP) izolati bakterije C. 
difficile. To nakazuje možnost prenosa med ljudmi in živalmi, ali preko fekalno-oralne 
poti, ali, da je do kontaminacije prišlo preko istega okoljskega vira (Knetsch in sod., 2014). 
 
V avstralski študiji so s pomočjo genomskega zaporedja analizirali PCR-ribotip 014 pri 
ljudeh in prašičih (uporabljena pristopa v študiji sta bila MLST in SNP). Ljudje in prašiči 
so bili kolonizirani z enakimi (brez razlik v genomu) in podobnimi (ena do dva SNP) 
izolati bakterije C. difficile (Knight in sod., 2017). 
 
Prenos okužbe z bakterijo C. difficile iz človeka na človeka je bolj raziskan kot prenos iz 
zunajbolnišničnega okolja na ljudi. Čeprav se povečujejo okužbe v domačem okolju, so 
viri teh okužb še vedno nejasni (Knetsch in sod., 2014; Knight in sod., 2017). 
 
  
 
Skok B. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
17 
 
 
 
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema, ki je bila uporabljena v magistrski nalogi. 
Laboratorijska oprema Model/tip 
Anaerobna komora Whitley DG250 
Avtomatska pipeta 0,5 – 10 µL; 10 – 100 µL; 100 – 1000 
µL; 1000 – 10000 µL 
Eppendorf 
Banjica za AGE1  Compact M, Biometra 
Banjica za AGE Owl Easycast TM  B2, Thermo Scientific 
Banjica za AGE Sub-Cell® GT Cell, Bio-Rad 
Centrifuga Mini spin plus, Eppendorf 
Ciklični termostat T3000 Thermocycler, Biometra 
Gnetilnik BagMixer, Interscience  
Izvor napetosti za AGE Standard Power Pack P25, Biometra 
Izvor napetosti za AGE Power PackTM Basic, Bio-Rad 
Laboratorijska tehnica Kern ewb, Sysmatec 
Laboratorijsko mešalo Vibromix 10, Tehtnica 
Laminarij DNA/RNA UV-Cleaner box, Biosan 
Laminarij Telstar Mini-U/PCR 
Magnetno mešalo Rotamix SHP-10, Tehtnica 
Mikrovalovna pečica Privileg 8020E 
UV transiluminator BioDocAnalyze Transilluminator, Biometra 
Vibracijsko mešalo Vibromix 10, Tehtnica 
Zamrzovalniki 4 °C; –25 °C Sanyo, Kirsch 
1 AGE-agarozna gelska elektroforeza 
 
3.1.2 Gojišča 
 
Pri gojenju bakterije C. difficile smo uporabili tekoče bogatitveno gojišče BHIST in dve 
trdni komercialni gojišči ChromID C. difficile in COH.  
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3.1.2.1 BHIST 
 
Gojišče BHIST je tekoče bogatitveno gojišče.  
BHI (Brain heart Infusion Broth)  osnova 18,5 g 
Raztopino smo avtoklavirali pri 
temperaturi 121 °C 15 minut.  
 
Po avtoklaviranju smo dodali eno 
ampulo C. difficile selektivnega 
dodatka (SR0096E, Oxoid™). 
L-cistein (0,1 %) 0,5 g 
Kvasni ekstrat (5 mg/mL) 2,5 g 
Natrijev tauroholat (0,1 %) 0,5 g 
Dopolnimo z dH2O do 500 mL. 
 
3.1.2.2 ChromID C. difficile 
 
Gojišče ChromID C. difficile je komercialno trdno gojišče. Gojišče je kromogeno, 
selektivno in diferencialno za bakterijo C. difficile (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija). 
 
3.1.2.3 COH 
 
Gojišče COH (gojišče Columbia s 5 % (v/v) konjske krvi) ali krvni agar je komercialno 
trdno gojišče za gojenje bakterije C. difficile (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija). 
 
3.1.3 Pufri in ostale raztopine 
 
Za pripravo pufrov in raztopin smo natehtali suhe snovi in jih prenesli v čašo. Čašo smo 
dopolnili s polovico končnega volumna destilirane vode in snovi popolnoma raztopili z 
mešanjem. Raztopino smo prelili v merilni valj in dolili destilirano vodo do končnega 
volumna. Ko je bilo potrebno merjenje pH, smo to storili pri volumnu blizu končnemu. 
 
Pufer TBE (5x)  
Baza Tris (Sigma) 54 g Uporabljali smo 0,5-kratni pufer TBE. Za 
uporabo smo ga redčili 10 krat z 
destilirano vodo. Pufer smo hranili pri 
temperaturi 4 °C. 
Borova kislina (Sigma) 27,5 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 20 mL 
Dopolnimo z dH2O do 1000 mL. 
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Pufer TAE (50x)  
Baza Tris (Sigma) 121,1 g Uporabljali smo 1-kratni pufer TAE. Za 
uporabo smo ga redčili 50 krat z 
destilirano vodo. Pufer smo hranili pri 
temperaturi 4 °C. 
Ocetna kislina 51,1 g 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 50 mL 
Dopolnimo z dH2O do 500 mL. 
pH med 7,5 in 8,0.  
 
0,5 M EDTA (pH 8,0)  
EDTA (Sigma) 93,6 g Avtoklaviramo in hranimo pri sobni 
temperaturi. Dopolnimo z dH2O do 500 mL. 
Z 10 M  NaOH uravnavam pH na 8,0. 
 
Marker (delovna raztopina) 
ddH2O 60 µL 
Nanašalni pufer 30 µL 
Založna raztopina markerja1  10 µL 
1 500 µg/mL 100 bp DNA Ladder ali 
1 mg/mL 2-Log DNA Ladder (0,1-10,0 kb) 
(New England Biolabs) 
(New England Biolabs) 
 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Vzorčenje zelenjave 
 
Vzorčenje je potekalo od januarja do decembra 2017. Vzorčili smo vzorce zelenjave iz 
tržnic, trgovin in iz domačih kmetij. Poreklo vzorcev je bilo slovensko in tuje (Evropa, 
Azija, Afrika in Amerika). Vzorčili smo krompir, zeleno solato in ingver. Do obdelave 
smo vzorce hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.2.1.1 Vzorčenje krompirja 
 
Vzorci krompirja so bili iz trgovin in iz domačih kmetij. Vzorčili smo v plastične vrečke za 
gospodinjstvo. Za en vzorec smo izbrali tri po velikosti in teži podobne krompirje. Izbrali 
smo 51 vzorcev krompirja, od tega 49 vzorcev v trgovini in 2 iz domačih kmetij, vse 
vzorce smo označili z oznako KR.  
 
3.2.1.2 Vzorčenje solate 
 
Vzorce solate smo kupili v trgovinah in na tržnicah. Vzorčili smo v plastične vrečke 
namenjene tehtanju zelenjave in sadja. Vzorčili smo 31 vzorcev solate, en vzorec je 
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predstavljal 25 g solate. Vzorce smo označili z oznako S-zelena solata, R-regrat in M-
motovilec. V trgovinah smo kupili 19 vzorcev solate in na tržnicah 12 vzorcev.  
 
3.2.1.3 Vzorčenje ingverja 
 
Vzorci ingverja so bili kupljeni v trgovinah. Tudi te smo vzorčili v plastične vrečke 
namenjene tehtanju zelenjave in sadja. En vzorec je predstavljala ena korenina ingverja, vsi 
so bili podobne velikosti in teže. Izbrali smo 15 vzorcev v trgovinah in jih označili z 
oznako IN. 
 
3.2.2 Izolacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave 
 
Bakterijo C. difficile smo izolirali iz vzorcev krompirja, zelene solate in ingverja. Postopek 
za izolacijo bakterije C. difficile smo prilagodili glede na vrsto zelenjave (krompir, ingver 
in zelena solata) (Slika 3). 
 
Slika 3: Shematski prikaz poteka izolacije, identifikacije in karakterizacije bakterije C. difficile iz vzorcev 
zelenjave. 
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3.2.2.1 Izolacija bakterije Clostridium difficile iz površine krompirja 
 
Za en vzorec smo vzorčili po tri krompirje, ki so si bili podobni po teži in velikosti. En 
vzorec, torej tri krompirje, smo pobrisali z 1/3 brisa Polywipe (MWE), ki smo ga nato dali 
v 50-mL sterilno centrifugirko. Med različnimi vzorci smo vedno menjali rokavice, da ne 
bi prišlo do kontaminacije med vzorci. V centrifugirko z vzorcem smo dolili 30 mL 
bogatitvenega gojišča BHIST. Pri vsakem vzorčenju smo vključili tudi negativno kontrolo, 
pri kateri smo sterilni bris Polywipe dali v 50-mL sterilno centrifugirko in dolili 30 mL 
gojišča BHIST. Vzorce smo inkubirali pri temperaturi 37 °C v anaerobni atmosferi 5–7 
dni. Po inkubaciji je sledil alkoholni šok. Centrifugirke z vzorci smo dobro premešali z 
vibracijskim mešalom in odpipetirali 900 µL vzorca v sterilne 2-mL mikrocentrifugirke. 
Predhodno smo v 2-mL mikrocentrifugirke odpipetirali 900 µL absolutnega etanola. 
Mešanico (1:1 v/v) smo inkubirali 30–60 minut na sobni temperaturi, nato smo jo 
centrifugirali 10 minut pri 10.000 obratov na minuto. Večino supernatanta smo odstranili 
in v preostanku (približno 100 µL) resuspendirali pelet (usedlino). Pelet smo nacepili na 
selektivno gojišče ChromID C. difficile in inkubirali 3–5 dni pri temperaturi 37 °C v 
anaerobni atmosferi. Po inkubaciji smo 10 kolonij, po morfologiji značilnih za bakterijo C. 
difficile (Slika 4A), precepili na gojišče COH in inkubirali pri temperaturi 37 °C v 
anaerobni atmosferi 3–5 dni. Po inkubaciji smo preverili ali morfologija kolonij ustreza 
morfologiji kolonij bakterije C. difficile na gojišču COH (Slika 4B). Kolonije, ki so 
morfološko spominjale na bakterijo C. difficile, smo precepljali na gojišču COH tako 
dolgo, dokler nismo dobili izolatov v čisti kulturi. Izolate v čisti kulturi smo nato precepili 
na COH in inkubirali 24 h, v anaerobni atmosferi pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji je 
sledila izolacija DNA. 
 
  
Slika 4: Morfologija kolonij bakterije C. difficile na gojišču ChromID C. difficile (črne kolonije) (A) in 
morfologija kolonij bakterije C. difficile na gojišču COH (sivkaste kolonije) (B). 
 
A B 
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3.2.2.2 Izolacija bakterije Clostridium difficile iz zelene solate 
 
Natehtali smo 25 gramov solate v sterilne vrečke za gnetilnik s stranskim filtrom (Bag 
Filter & Bag System, Interscience) in dolili 200 mL gojišča BHIST. Kot negativno 
kontrolo smo v sterilne vrečke za gnetilnik dolili samo 200 mL gojišča BHIST. Vzorec z 
dodanim gojiščem smo dali za eno minuto v gnetilnik. Sledila je inkubacija pri temperaturi 
37 °C v anaerobni atmosferi 5–7 dni in nato je sledil enak postopek izolacije bakterije C. 
difficile, kot je opisan v poglavju 3.2.2.1. 
 
3.2.2.3 Izolacija bakterije Clostridium difficile iz ingverja 
 
Za en vzorec smo vzorčili eno korenino ingverja. Ingver smo pobrisali z 1/3 brisa 
Polywipe, ki smo ga nato dali v 50 mL sterilno centrifugirko in dolili 30 mL gojišča 
BHIST. Vključili smo tudi negativno kontrolo, pri kateri smo sterilni bris Polywipe dali v 
50-mL sterilno centrifugirko in dolili 30 mL gojišča BHIST. Sledila je inkubacija pri 
temperaturi 37 °C v anaerobni atmosferi 5–7 dni in nato je sledil enak postopek izolacije 
bakterije C. difficile, kot je opisan v poglavju 3.2.2.1. 
 
3.2.3 Preverjanje občutljivosti gojitvenih metod 
 
Preverjali smo občutljivost gojitvene metode z umetno kontaminacijo zelenjave s sporami 
bakterije C. difficile. Omejili smo se na zeleno solato in površino krompirja. Preizkusili 
smo dva različna seva bakterije C. difficile. 
 
3.2.3.1 Priprava spor bakterije Clostridium difficile 
 
Na gojišče COH smo iz –80 °C nacepili dva seva. Nacepili smo netoksigeni sev z oznako 
C23 in toksigeni sev z oznako K3C-7. Plošče smo inkubirali v anaerobni atmosferi 5 dni 
pri temperaturi 37 °C.  
 
Po inkubaciji smo pripravili suspenzijo spor. V 1,5-mL mikrocentrifugirko smo 
odpipetirali 1 mL PCR dH2O in s sterilnim brisom pobrisali vso kulturo z gojišča COH. 
Suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri 10.000 obratov na minuto. Odstranili smo 
supernatant in v mikrocentrifugirko dodali 1 mL PCR dH2O. Suspenzijo smo zamrznili pri 
temperaturi –20 °C za 10–15 minut. Suspenzijo spor smo nadalje hranili v hladilniku pri 
temperaturi 4 °C. Iz suspenzije spor smo pripravili ustrezne redčine od 10–1 do 10–7. V 1,5 
mL-mikrocentrifugirke smo odpipetirali 900 µL PCR dH2O, dobro premešali z 
vibracijskim mešalom in 100 µL odpipetirali v prvo mikrocentrifugirko (redčina 10–1). 
Redčino 10–1 smo dobro premešali z vibracijskim mešalom in 100 µL odpipetirali v drugo 
mikrocentrifugirko ter dobili redčino 10–2. Tako smo nadaljevali do redčine 10–7. Določiti 
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smo morali število spor v ustrezni redčini. Na gojišče ChromID C. difficile smo nanesli 
ustrezne redčine, ki smo jih prej dobro premešali z vibracijskim mešalom. Nacepili smo 
naslednje redčine: 10–3, 10–4 in 10–5, in sicer v dveh ponovitvah. Plošče smo inkubirali v 
anaerobni atmosferi pri temperaturi 37 °C preko noči. Po inkubaciji smo prešteli število 
spor in določili število CFU/mL. Vzorce krompirja in zelene solate smo umetno 
kontaminirali s 100 µL suspenzije spor s koncentracijo 100–1000 CFU/mL (10–100 CFU) 
in 10–100 CFU/mL (1–10 CFU).  
 
3.2.3.2 Umetna kontaminacija krompirja 
 
Postopek umetne kontaminacije krompirja s sporami je shematsko prikazan na Sliki 5. Za 
en poskus smo potrebovali pet krompirjev, ki so si bili podobni po teži in velikosti. Vsak 
krompir smo pobrisali s celim brisom Polywipe. Brisanje krompirjev, inkubacija v 
bogatitvenem gojišču BHIST, alkoholni šok in inkubacija na gojišču ChromID C. difficile 
so opisani v poglavju 3.2.2.1. Krompirje smo nato shranili pri temperaturi 4 °C. Krompirje, 
ki so bili negativni na bakterijo C. difficile, smo uporabili za nadaljnjo umetno 
kontaminacijo z bakterijo C. difficile. Krompirje smo označili s črkami a, b, c, d in NK 
(negativna kontrola). Vsako redčino smo delali v dveh ponovitvah. Krompirja a in b smo 
kontaminirali z 1–10 CFU ter krompirja c in d smo kontaminirali z 10–100 CFU. Na 
krompirje smo po kapljicah na eno polovico krompirja nanesli 100 µL ustrezne redčine in 
inkubirali 5–10 minut na sobni temperaturi. Vsak krompir smo pobrisali s celim brisom 
Polywipe. En krompir nam je služil kot negativna kontrola. S sporami C. difficile smo 
kontaminirali tudi štiri brise Polywipe. Dva brisa Polywipe smo kontaminirali z 1–10 CFU 
in dva z 10–100 CFU, kontaminirali smo ju tako, da smo po kapljicah po celi površini brisa 
nanesli 100 µL ustrezne redčine. En bris Polywipe nam je služil kot negativna kontrola. 
Bris Polywipe smo nato dali v sterilne 50-mL centrifugirke in dolili 30 mL bogatitvenega 
gojišča BHIST. Umetno kontaminirane krompirje smo testirali kot je opisano v poglavju 
3.2.2.1. Sočasno smo tudi po 100 µL uporabljene redčine, 1–10 CFU in 10–100 CFU, v 
dveh ponovitvah odpipetirali na gojišče ChromID C. difficile in inkubirali v anaerobni 
atmosferi 3–5 dni pri temperaturi 37 °C, da smo še enkrat preverili količino spor v 
posamezni redčini. Po inkubaciji je sledil pregled plošč in štetje spor. 
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Slika 5: Shematski prikaz umetne kontaminacije krompirja s sporami bakterije C. difficile (Vir sheme: 
Janežič S., 2017). 
 
3.2.3.3 Umetna kontaminacija zelene solate 
 
Postopek umetne kontaminacije zelene solate s sporami je shematsko prikazan na Sliki 6. 
Najprej smo 125 gramov solate natehtali v vrečko za gnetilnik. Dobro smo premešali in v 
vrečke za gnetilnik razdelili 5 krat po 25 gramov solate. Solato smo označili s črkami a, b, 
c, d in NKS (negativna kontrola solate). Vsako redčino smo delali v dveh ponovitvah. 
Solati a in b smo kontaminirali z 1–10 CFU, solati c in d smo kontaminirali z 10–100 CFU. 
V vrečko za gnetilnik smo na celotno površino solate po kapljicah  nanesli 100 µL ustrezne 
redčine in inkubirali 5–10 minut na sobni temperaturi. Enega vzorca solate nismo umetno 
kontaminirali s sporami, saj nam je služil kot negativna kontrola. Dolili smo 200 mL 
bogatitvenega gojišča BHIST. Vzorec z dodanim gojiščem smo dali za eno minuti v 
gnetilnik. V svežo sterilno vrečko za gnetilnik smo dolili 200 mL gojišča BHIST, ki je 
predstavljala negativno kontrolo za gojišče. V pet vrečk za gnetilnik smo dolili 200 mL 
bogatitvenega gojišča BHIST in ga kontaminirali s sporami C. difficile. Dve vrečki smo 
kontaminirali z 1–10 CFU in dve z 10–100 CFU. Ena vrečka z dodanimi gojiščem BHIST 
ni bila kontaminirana, saj nam je služila kot negativna kontrola. Inkubacija v bogatitvenem 
gojišču BHIST, alkoholni šok in inkubacija na gojišču ChromID C. difficile so opisani v 
poglavju 3.2.2.1. Sočasno smo tudi 100 µL redčine, 1–10 CFU in 10–100 CFU v dveh 
ponovitvah odpipetirali na gojišče ChromID C. difficile in inkubirali v anaerobni atmosferi 
3–5 dni pri temperaturi 37 °C, da smo še enkrat preverili količino spor v posamezni 
redčini. Po inkubaciji je sledil pregled plošč in štetje spor. 
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Slika 6: Shematski prikaz umetne kontaminacije zelene solate s sporami bakterije C. difficile. NKS je 
negativna kontrola zelene solate. 
 
3.2.4 Izolacija DNA 
 
DNA smo izolirali iz prekonočne kulture, ki smo jo nacepili na gojišče COH in v 
anaerobni atmosferi inkubirali pri temperaturi 37 °C. Pripravili smo vodno raztopino 
»Chelexa« (Chelex-100 Resin, Bio-Rad), tako da smo natehtali 0,3 g »Chelexa« v 50-mL 
sterilne centrifugirke in dodali 5 mL sterilne bidestilirane vode ter premešali na 
vibracijskem mešalu. Pripravili smo 1,5-mL mikrocentrifugirke in vanje alikvotirali 120 
µL raztopine »Chelexa«. S cepilno zanko smo v raztopino »Chelexa« dodali 1 µL čiste 
kulture in sledilo je mešanje na vibracijskem mešalu. Vzorec smo inkubirali v vreli vodni 
kopeli 10 minut. Po inkubaciji smo ga centrifugirali 10 minut pri 12.000 obratov na 
minuto. Na koncu smo v svežo 1,5-mL mikrocentrifugirko prenesli 75 µL supernatanta, 
kjer se nahaja DNA, ter pelet zavrgli. Izolirano DNA smo shranili v zamrzovalniku pri 
temperaturi –25 °C. 
 
3.2.5 Identifikacija bakterije Clostridium difficile 
 
Identifikacijo izolatov, katerih kolonije, so bile na gojišču COH morfološko značilne za 
bakterijo C. difficile, smo potrdili s pomnožitvijo dela gena cdd3 (CD), ki je značilen za 
bakterijo C. difficile (Braun in sod., 1996). 
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3.2.5.1 Večkratna verižna reakcija s polimerazo (PCR) za sočasno potrjevanje 
identifikacije bakterije Clostridium difficile in prisotnost binarnega toksina 
  
Z večkratno verižno reakcijo s polimerazo za CD/BTb smo identificirali bakterijo C. 
difficile in hkrati potrjevali prisotnost gena za binarni toksin. Pomnožili smo zapis za CD 
(del gena cdd3, ki je značilen za bakterijo C. difficile) in BTb (zapis za podenoto B 
binarnega toksina). 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili v 1,5-mL sterilni mikrocentrifugirki. Vanjo smo 
odpipetirali sestavine v zaporedju, ki je navedeno v Preglednici 5. Reakcijsko mešanico 
smo dobro premešali in na koncu dodali še Taq DNA polimerazo. V sterilne 200-µL 
mikrocentrifugirke za PCR smo odpipetirali 23 µL reakcijske mešanice in dodali 2 µL 
DNA. Po programu v Preglednici 7 smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo v cikličnem 
termostatu. 
 
Preglednica 5: Sestava reakcijske mešanice za CD/BTb PCR. 
Sestavine 
CD3/BTb PCR 
25 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
H2O 19,0 µL 
10x pufer PCR (Roche)1 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µL 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 0,5 µL 
Primer mix2 (10 µM) 0,25 µL 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5 U/µL) 0,0625 µL 
DNA 2 µL ˝Chelex DNA˝ 
1 sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 raztopina začetnih oligonukleotidov: Tim6, Struppi6, cdtBrev in cdtBpos (Preglednica 6), v koncentraciji 
10 pmol/µL (10 µL vsakega začetnega oligonukleotida zmešamo z 60 µL dd H2O). 
3 del gena cdd3, ki je značilen za bakterijo C. difficile. 
 
Preglednica 6: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za CD/BTb PCR. 
 
 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir 
Tim6 5'-TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA-3' 
CD; del gena 
cdd3, specifičen 
za bakterijo C. 
difficile 
Braun in 
sod., 1996 
Struppi6 5'-GGCTATTACACGTAATCCAGATA-3' 
cdtBpos 5'-CTTAATGCAAGTAAATACTGAG-3' 
BTb, zapis za 
podenoto B 
binarnega toksina 
(gen cdtB) 
Stubbs in 
sod., 2000 
cdtBrev 5'-AACGGATCTCTTGCTTCAGTC-3' 
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Preglednica 7: Pogoji pomnoževanja za CD/Btb PCR. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
52 
Začetna denaturacija 93 °C 3 min 
30 x 
1. Denaturacija 93 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
52 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 1 min 
Končno podaljševanje 72 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
3.2.5.2 Agarozna gelska elektroforeza PCR produktov 
 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali prisotnost pomnoženih fragmentov. 
Pripravili smo 1 % agarozni gel. V erlenmajerico smo natehtali 0,9 grama agaroze (Sigma) 
in dolili 90 mL 0,5 x pufer TBE. Pokrito erlenmajerico smo dali v mikrovalovno pečico za 
2 minuti, da se je agaroza raztopila in jo pod tekočo hladno vodo malo ohladili. V 
elektroforezni nosilec smo namestili glavničke in vanj nalili gel ter počakali približno 20 
minut, da se je gel strdil in ohladil. V elektroforezno banjico, napolnjeno z 0,5 x pufrom 
TBE, smo namestili gel. Nato smo si na parafilmu pripravili mešanico 5 µL nanašalnega 
pufra in 10 µL produkta PCR ter mešanico nanesli v jamice gela. V prvo in zadnjo jamico 
smo nanesli 7 µL delovne raztopine markerja 100 bp. Elektroforeza je tekla 45 minut pri 
napetosti 120 V. Gel smo po končani elektroforezi barvali, 10 minut v raztopini etidijevega 
bromida (0,2 µg/mL), in ga nato še razbarvali 10 minut v destilirani vodi. Pod UV-
transiluminatorjem smo si ogledali gel, sliko smo digitalno shranili v programu Biometra 
in jo natisnili. 
 
3.2.6 Karakterizacija bakterije Clostridium difficile 
 
Izolate, pri katerih smo z večkratno verižno reakcijo s polimerazo za CD/BTb potrdili, da 
gre za bakterijo C. difficile, smo dalje karakterizirali s toksinotipizacijo in PCR-
ribotipizacijo. 
 
3.2.6.1 Toksinotipizacija bakterije Clostridium difficile 
 
Toksinotipe smo določali tako, da smo pomnožili fragmenta B1 in A3 (del gena tcdB in 
tcdA) toksinskega lokusa PaLoc. Produkte PCR smo rezali z restrikcijskimi encimi in 
določili toksinotip na podlagi vzorca rezanih fragmentov.  
 
Verižna reakcija s polimerazo za pomnožitev fragmentov B1 in A3 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili v 1,5-mL mikrocentrifugirki. V sterilno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali sestavine po zaporedju v Preglednici 8. Reakcijsko 
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mešanico smo dobro premešali in dodali Taq DNA polimerazo. V sterilne 200-µL 
mikrocentrifugirke za PCR smo odpipetirali 23 µL reakcijske mešanice in dodali 2 µL 
DNA. Po programih v Preglednicah 10 (B1 PCR) in 11 (A3 PCR) smo izvedlo verižno 
reakcijo s polimerazo v cikličnem termostatu. 
 
Preglednica 8: Sestava reakcijske mešanice za B1 in A3 PCR. 
Sestavine 
B13 
25 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
A34 
25 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
H2O 18,5 µL 16µL 
10x pufer PCR (Roche)1 2,5 µL 2,5 µL 
TMA2 (10 –3 M) - 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 0,5 µL 0,5 µL 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 1,0 µL 1,0 µL 
P1 (10 pmol/µM) 0,25 µL 0,25 µL 
P2 (10 pmol/µM) 0,25 µL 0,25 µL 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5 U/µL) 0,0625 µL 0,0625 µL 
DNA 2 µL »Chelex DNA« 2 µL »Chelex DNA« 
1 Sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 Tetrametil amonij. 
3 Del gena tcdB, ki nosi zapis za toksin B. Začetni oligonukleotidi B1C in B2N.  
4 Del gena tcdA, ki nosi zapis za toksin A. Začetni oligonukleotidi A3C in A4N. 
 
Preglednica 9: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za B1 in A3 PCR. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir 
B1C 5'-AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA3' B1, del gena tcdB, 
ki nosi zapis za 
toksin B 
Rupnik in 
sod., 
1997 B2N 5'-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3' 
A3C 5'-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG-3' A3, del gena 
tcdA, ki nosi zapis 
za toksin A 
Rupnik in 
sod., 
1997 A4N 5'-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3' 
 
Preglednica 10: Pogoji pomnoževanja za B1 PCR. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
B1-57 
Začetna denaturacija 93 °C 3 min 
30 x 
1. Denaturacija 93 °C 4 s 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje 
57 °C 8 min 
Končno podaljševanje 57 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
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Preglednica 11: Pogoji pomnoževanja za A3 PCR. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
A3 
Začetna denaturacija 93 °C 3 min 
35 x 
1. Denaturacija 93 °C 4 s 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje 
47 °C 8 min 
Končno podaljševanje 47 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
Prisotnost pomnoženih produktov smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo, ki je 
opisana v poglavju 3.2.5.2. V prvo in zadnjo jamico na gelu smo nanesli 7 µL delovne 
raztopine markerja 0,1-10,0 kb. 
 
Rezanje PCR produktov 
 
Pomnožene fragmente B1 in A3 smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi. Fragment 
B1 smo rezali z encimoma HincII in AccI, fragment A3 z encimom EcoRI.  
 
Sestavine smo odpipetirali v sterilno 1,5-mL mikrocentrifugirko po navedem zaporedju v 
Preglednici 12. Reakcijsko mešanico smo dobro premešali in alikvotirali ustrezno količino 
reakcijske mešanice v novo mikrocentrifugirko ter dodali DNA in inkubirali preko noči pri 
temperaturi 37 °C.   
 
Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za rezanje fragmentov B1 in A3. 
Sestavine 
Rezanje fragmenta B1 
15 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
Rezanje fragmenta A3 
20 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
ENCIMI HincII AccI EcoRI 
H2O 5,5 µL 5,5 µL 3,0 µL 
10x pufer 1,5 µL 1,5 µL 2,0 µL 
BSA1 0,15 µL - - 
Encim 0,15 µL (2 U) 0,15 µL (2 U) 0,2 µL (2 U) 
DNA (produkt PCR) 8,0 µL 15,0 µL 
1 Goveji serumski albumin.  
 
Dobljene fragmente smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo, po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.5.2. V prvo in zadnjo jamico na gelu smo nanesli 7 µL delovne 
raztopine markerja 0,1-10,0 kb. Vzorce fragmentov, ki smo jih dobili po elektroforezi, smo 
primerjali z obstoječimi vzorci in tako določili toksinotip našega vzorca. 
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3.2.6.2 Dokaz netoksigenih sevov 
 
Pri netoksigenih sevih smo pomnoževali 115 bp dolgo zaporedje, ki nadomešča regijo 
PaLoc. Ko nismo dokazali prisotnosti fragmentov s PCR B1 in A3, smo naredili PCR 
Lok1/Lok3.  
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili v 1,5-mL mikrocentrifugirki. V sterilno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali sestavine po zaporedju v Preglednici 13. Reakcijsko 
mešanico smo dobro premešali in ji dodali Taq DNA polimerazo. V sterilne 200-µL 
mikrocentrifugirke za PCR smo odpipetirali 23 µL reakcijske mešanice in dodali 2 µL 
DNA. Po protokolu v Preglednici 15 smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo v cikličnem 
termostatu. 
 
Preglednica 13: Sestava reakcijske mešanice za Lok1/Lok3 PCR. 
Sestavine 
Lok1/Lok32 
25 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
H2O 18,5 µL 
10x pufer PCR (Roche)1 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µL 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 0,5 µL 
P1-Lok3 (10 pmol/µM) 0,25 µL 
P2-Lok1 (10 pmol/µM) 0,25 µL 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5 U/µL) 0,0625 µL 
DNA 2 µL »Chelex DNA« 
1 Sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 115 bp dolgo zaporedje netoksigenih sevov. 
 
Preglednica 14: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za Lok1/Lok3 PCR. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir 
Lok3 5'-TTTACCAGAAAAAGTAGCTTTAA-3' 115 bp dolgo 
zaporedje 
namesto PaLoc 
Braun in 
sod., 
1996 Lok1 5'-AAAATATACTGCACATCTGTATAC-3' 
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Preglednica 15: Pogoji pomnoževanja za Lok1/Lok3 PCR. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
52 
Začetna denaturacija 93 °C 3 min 
30 x 
1. Denaturacija 93 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
52 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 1 min 
Končno podaljševanje 72 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
Dobljene fragmente smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo, po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.5.2. V prvo in zadnjo jamico na gelu smo nanesli 7 µL delovne 
raztopine markerja 0,1-10,0 kb. 
 
Pri netoksigenih sevih, pri katerih nismo dokazali prisotnosti fragmentov B1, A3 in 
Lok1/Lok3, smo pomnožili del 7,2 kb regije (Elliott in sod., 2009), ki je pri nekaterih sevih 
vstavljena na mesto PaLoc (Janežič in sod., 2015a). 
 
Reakcijsko mešanico smo pripravili v 1,5-mL mikrocentrifugirki. V sterilno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali sestavine po zaporedju v Preglednici 16. Reakcijsko 
mešanico smo dobro premešali in dodali še Taq DNA polimerazo. V sterilne 200-µL 
mikrocentrifugirke za PCR smo odpipetirali 23 µL reakcijske mešanice in dodali 2 µL 
DNA. Po protokolu v Preglednici 18 smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo v cikličnem 
termostatu. 
 
Preglednica 16: Sestava reakcijske mešanice za ORF1-5 PCR. 
Sestavine 
ORF1-52 
25 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
H2O 16,25 µL 
10x pufer PCR (Roche)1 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µL 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 2,0 µL 
P1-ORF1a-1 (10 pmol/µM) 1,0 µL 
P2-ORF1b-1 (10 pmol/µM) 1,0 µL 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5 U/µL) 0,25 µL 
DNA 2 µL »Chelex DNA« 
1 Sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 7,2 kb regija netoksigenih sevov. 
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Preglednica 17: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za ORF1-5 PCR. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir 
ORF1a-1 5'-GAATGTACCCATAGTGGTATAATTGCT-3' 7,2 kb regija 
vstavljena na 
mestu PaLoc 
Janežič in 
Rupnik, 
neobjavljeno ORF1b-1 5'-GAAATTTCTCCAATTTCATCTAAAAA-3' 
 
Preglednica 18: Pogoji pomnoževanja za ORF1-5 PCR. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
CONT 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 
30 x 
1. Denaturacija 95 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
55 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 2 min 
Končno podaljševanje 72 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
Dobljene fragmente smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo, po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.5.2. V prvo in zadnjo jamico na gelu smo nanesli 7 µL delovne 
raztopine markerja 0,1-10,0 kb. 
 
3.2.6.3 PCR ribotipizacija bakterije Clostridium difficile 
 
S PCR ribotipizacijo smo pomnoževali medgenske regije med 16S in 23S rDNA. 
Reakcijsko mešanico smo pripravili v 1,5-mL mikrocentrifugirki. V sterilno 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali sestavine po zaporedju v Preglednici 20. Reakcijsko 
mešanico smo dobro premešali in ji dodali Taq DNA polimerazo ter še enkrat na hitro 
premešali. V sterilne 200-µL mikrocentrifugirke za PCR smo odpipetirali 47 µL reakcijske 
mešanice in dodali 3 µL DNA. Po protokolu v Preglednici 21 smo izvedli verižno reakcijo 
s polimerazo v cikličnem termostatu.  
 
Preglednica 19: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za PCR ribotipizacijo. 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir 
16S Ribo 5'-GCTGGATCACCTCCTTTCTAAG-3' medgenska 
regija med 16S 
in 23S rDNA 
Janežič in 
sod., 2011a 
23S Ribo 5'-TGACCAGTTAAAAAGGTTTGATAGATT-3' 
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Preglednica 20: Sestava reakcijske mešanice za PCR ribotipizacijo. 
Sestavine 
RIBO2 
50 µL 
(ena reakcijska mešanica) 
H2O 37,0 µL 
10x pufer PCR (Roche)1 5,0 µL 
dNTP-ji (20 mM mešanica) 2,0 µL 
P1-16S RiboF (50 pmol/µM) 1,0 µL 
P2-23S RiboR (50 pmol/µM) 1,0 µL 
Taq DNA polimeraza (Roche) (5 U/µL) 0,25 µL 
DNA 3 µL »Chelex DNA« 
1 Sestava 10x pufra PCR: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 
2 medgenska regija med 16S in 23S DNA. 
 
Preglednica 21: Pogoji pomnoževanja za PCR ribotipizacijo. 
Program PCR Stopnja Temperatura Čas 
Bidet 
Začetna denaturacija 95 °C 15 min 
30 x 
1. Denaturacija 94 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
57 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 1 min 
Končno podaljševanje 72 °C 15 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
Po končani reakciji smo odprli pokrov bloka cikličnega termostata in mikrocentrifugirke s 
produkti PCR. Na cikličnem termostatu smo nastavili program RIBO-BID (temperatura 75 
°C, 45 minut) in izparevali tekočino in produkte PCR tako skoncentrirali na končni 
volumen približno 25 µL. 
 
Dobljene fragmente smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 3 % 
agarozni gel. V erlenmajerico smo natehtali 3 grame agaroze (Low Range Agarose, Bio 
Rad) in dolili 100 mL hladnega pufra 1 x TAE. Pokrito erlenmajerico smo v mikrovalovni 
pečici segrevali 4 minute z vmesnim rahlim mešanjem na magnetnem mešalu. Po 
segrevanju smo agarozni gel počasi hladili v vodni kopeli na magnetnem mešalu. V 
elektroforezni nosilec smo namestili glavniček in nalili gel ter počakali približno 45 minut, 
da se je gel strdil. V elektroforezno banjico s pufrom 1 x TAE, smo namestili gel. Na 
parafilm smo nanesli mešanico, 7 µL nanašalnega pufra in 20 µL produkta PCR ter 
mešanico prenesli v jamice gela. V prvo in zadnjo jamico smo nanesli 10 µL delovne 
raztopine markerja 100 bp. Prav tako smo 10 µL delovne raztopine markerja 100 bp 
nanesli še v vsako peto jamico. Elektroforeza je tekla približno 4 ure pri napetosti 80 V. 
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Gel smo po končani elektroforezi barvali 20 minut v raztopini etidijevega bromida (0,2 
µg/mL) in ga nato še razbarvali 20 minut v destilirani vodi. Pod UV-transiluminatorjem 
smo si ogledali gel, sliko smo digitalno shranili v programu Biometra in jo natisnili. 
 
Z računalniškim programom BioNumerics (Applied Maths) smo dobljene vzorce 
fragmentov analizirali. Primerjali smo jih s knjižico referenčnih sevov in določili ribotip 
našega izoliranega seva. 
 
3.2.7 Statistična analiza podatkov 
 
Razširjenost bakterije C. difficile v vzorcih zelenjave smo primerjali s Fisherjevim 
natančnim testom (»Fisher´s exact test«). Statistična stopnja pomembnosti je bila pri p < 
0,05.  
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4 REZULTATI  
 
Analizirali smo 98 vzorcev zelenjave, od tega 52 vzorcev krompirja, 31 vzorcev zelene 
solate in 15 vzorcev ingverja. Bakterijo C. difficile smo dokazali v 14 (14,3 %) od 98 
vzorcev zelenjave. Število pozitivnih vzorcev za bakterijo C. difficile se med krompirjem 
in zeleno solato ni statistično razlikovalo (p < 0,05). 
 
Iz pozitivnih vzorcev smo osamili 124 izolatov C. difficile. S pomnoževanjem gena cdd3 
smo potrdili identiteto izolatov in nato izvedli toksinotipizacijo ter PCR ribotipizacijo. Pri 
izolatih istega PCR-ribotipa, izoliranih iz istega vzorca, smo izbrali en reprezentativni 
izolat in ga shranili pri temperaturi –80 °C. 
 
Iz zelenjave smo izolirali 15 različnih PCR-ribotipov (Slika 7) in od tega je bilo sedem 
(46,7 %) PCR-ribotipov toksigenih in osem (53,3 %) PCR-ribotipov netoksigenih 
(Preglednica 22). Toksigeni sevi so pripadali dvema različnima toksinotipoma, 0 in III. 
Samo en PCR-ribotip, SLO 214 se je pojavil tako pri krompirju (KR52-9), kot pri zeleni 
solati (S4-9). Nobeden izmed ribotipov se ni prekrival med krompirjem in ingverjem, kot 
tudi ne med solato in ingverjem (Slika 8). 
 
 
Slika 7: Dendrogram podobnosti profilov, ki jih dobimo s PCR ribotipizacijo, 15 različnih PCR-ribotipov 
izoliranih iz naših vzorcev zelenjave. 
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Preglednica 22: PCR-ribotipi in toksinotipi bakterije C. difficile v krompirju, zeleni solati in ingverju. 
Vrsta 
zelenjave 
Toksinotip1 BTb2 
PCR-
ribotip 
Oznaka 
vzorca3 
Skupno 
št. 
izolatov 
KROMPIR 
 
 
 
 
 
  
tox-, Lok1/Lok3+ ni prisoten 032 A 10 
tox-, Lok1/Lok3+ ni prisoten SLO 057 B 2 
0 ni prisoten 394 C 10 
0 ni prisoten 001/072 D 7 
0 ni prisoten 070 D 3 
III prisoten 244 E 10 
tox-, Lok1/Lok3+ ni prisoten 009 F 10 
tox-, Lok1/Lok3-, ORF 1-5+ ni prisoten SLO 214 G 10 
ZELENA 
SOLATA 
 
 
 
 
  
0 ni prisoten 011/049 H, K 11 
0 ni prisoten 014/020 I, K 6 
tox-, Lok1/Lok3-, ORF 1-5+ ni prisoten SLO 205 J 5 
tox-, Lok1/Lok3-, ORF 1-5+ ni prisoten SLO 214 J 5 
0 ni prisoten SLO 279 K 5 
tox-, Lok1/Lok3-, ORF 1-5+ ni prisoten SLO 221 L 10 
tox-, Lok1/Lok3+ ni prisoten SLO 028 M 10 
INGVER tox-, Lok1/Lok3+ ni prisoten SLO 229 N 10 
    Skupaj 124 
1 tox- pomeni netoksigeni sev; Lok1/Lok3+ pomeni, da smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje; Lok1/Lok3– 
pomeni, da nismo pomnožili 115 bp dolgega zaporedja; ORF 1-5+ pomeni, da smo pomnožili 7,2 kb regijo. 
2 Zapis za podenoto B binarnega toksina. 
3 Črka označuje en vzorec, v enem vzorcu je bil lahko najden tudi več kot en PCR-ribotip. 
 
 
 
 
Skok B. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
37 
 
 
 
 
 
Slika 8: Primerjanje razporeditve PCR-ribotipov med krompirjem, zeleno solato in ingverjem. 
 
4.1 PRISOTNOST BAKTERIJE Clostridium difficile NA KROMPIRJU 
 
Vzorčili smo 52 vzorcev krompirja, od tega smo prisotnost bakterije C. difficile dokazali v 
sedmih (13,5 %) vzorcih. Krompirji so bili različno kontaminirani s količino zemlje 
(Priloga A). Število pozitivnih vzorcev na bakterijo C. difficile se med krompirji, ki so bili 
obdani z zemljo, in med krompirji, na katerih ni bilo vidne zemlje ni statistično razlikovalo 
(p < 0,05). 
 
Izmed vseh vzorcev je bilo 50 vzorcev krompirja kupljenega v trgovini in dva vzorca sta 
bila iz domačih kmetij. Krompir je izviral iz 13 različnih držav in bakterijo C. difficile smo 
dokazali na krompirjih iz petih (38,5 %) različnih držav (Avstrija, Francija, Hrvaška, 
Slovenija in ZDA). Iz vzorcev iz Egipta, Egipt/ZDA, Grčije, Italije, Izraela, Nemčije, 
Španije in Velike Britanije nismo uspeli osamiti bakterije C. difficile (Preglednica 23).  
 
Iz sedmih vzorcev krompirja smo izolirali osem različnih PCR-ribotipov. V vzorcih ni 
prevladoval noben izmed osmih PCR-ribotipov, ampak so bili vsi enakomerno zastopani. 
PCR-ribotipi, ki so bili izolirani iz vzorcev krompirja so: 001/072, 009, 032, SLO 057, 
070, SLO 214, 244, 394. Toksigeni in netoksigeni sevi C. difficile so bili enakomerno 
zastopani. Izmed štirih toksigenih sevov je prevladoval toksinotip 0. Pri treh od štirih 
netoksigenih toksinotipov smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje in pri enem smo 
pomnožili 7,2 kb regijo. Gen binarnega toksina cdtB je bil prisoten smo pri enem PCR-
ribotipu 244 (toksinotip III). 
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Preglednica 23: Pregled in rezultati testiranja vzorcev zelenjave na prisotnost bakterije C. difficile. 
Vrsta 
zelenjave 
Država 
porekla 
Št. vseh 
vzorcev 
Št. poz. 
vzorcev (%) 
Oznaka 
vzorca 
Izolat 
PCR-
ribotip 
Toksinotip1 
 
KROMPIR 
Avstrija 3 1 (33,3 %) KR25 
KR25-6 070 0 (BTb-) 
KR25-9 001/072 0 (BTb-) 
Egipt 7 0 (0 %) - - - - 
Egipt/ZDA 1 0 (0 %) - - - - 
Francija 11 2 (18,2 %) 
KR14 KR14-3 394 0 (BTb-) 
KR52 KR52-9 SLO 214 tox- (BTb-) 
Grčija 1 0 (0 %) - - - - 
Hrvaška 3 1 (33,3 %) KR4 KR4-7 032 tox- (BTb-) 
Italija 1 0 (0 %) - - - - 
Izrael 1 0 (0 %) - - - - 
Nemčija 1 0 (0 %) - - - - 
Slovenija 10 2 (20,0 %) 
KR12 KR12-10 SLO 057 tox- (BTb-) 
KR51 KR51-5 009 tox- (BTb-) 
Španija 1 0 (0 %) - - - - 
Velika 
Britanija 
1 0 (0 %) - - - - 
ZDA 11 1 (9,1 %) KR38 KR38-2 244 III, (BTb+) 
Skupaj 52 7 (13,5 %)  
 
ZELENA 
SOLATA 
Francija 3 1 (33,3 %) S11 S11-4 SLO 028 tox- (BTb-) 
Hrvaška 1 0 (0 %) - - - - 
Italija 15 4 (26,7 %) 
M6 M6-10 011/049 0 (BTb-) 
M8 M8-5 014/020 0 (BTb-) 
M14 
M14-1 SLO 279 0 (BTb-) 
M14-3 011/049 0 (BTb-) 
M14-4 014/020 0 (BTb-) 
M16 M16-9 SLO 221 tox- (BTb-) 
Slovenija 12 1 (8,3 %) S4 
S4-5 SLO 205 tox- (BTb-) 
S4-9 SLO 214 tox- (BTb-) 
Skupaj 31 6 (19,4 %)  
 
INGVER 
Kitajska 11 0 (0 %) - - - - 
Kostarika 1 0 (0 %) - - - - 
Peru 2 1 (50,0%) IN5 IN5-1 SLO 229 tox- (BTb-) 
Tajska 1 0 (0 %) - - - - 
Skupaj 15 1 (6,7 %)  
Skupaj  98 14 (14,3 %)  
1 tox- pomeni netoksigeni sev; BTb+ pomeni gen binarnega toksina cdtB prisoten; BTb- pomeni gen 
binarnega toksina cdtB ni prisoten. 
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4.2 PRISOTNOST BAKTERIJE Clostridium difficile V ZELENI SOLATI 
 
Testirali smo 31 vzorcev zelene solate kupljene v trgovinah in na tržnicah v Sloveniji, 
štirih različnih držav porekla. Bakterija C. difficile je bila prisotna v šestih vzorcih (19,4 
%). 
 
Izmed vseh vzorcev zelene solate je bilo 19 vzorcev kupljenih v trgovini in 12 vzorcev na 
tržnici (Priloga B). Pozitiven je bil en vzorec kupljen na tržnici (8,3 %) in pet vzorcev 
kupljenih v trgovini (26,3 %). S statistično analizo smo pokazali, da se med vzorci 
kupljenimi na tržnici in med vzorci kupljenimi v trgovini, število pozitivnih vzorcev na 
bakterijo C. difficile ni statistično razlikovalo (p > 0,05). 
 
Iz šestih vzorcev smo izolirali sedem različnih PCR-ribotipov: 011/049, 014/020, SLO 
205, SLO 214, SLO 221, SLO 028, SLO 279, med temi sta bila najpogostejša PCR-
ribotipa: 011/049 in 014/020. Toksigenih sevov je bilo 42,7 %, vsi so pripadali toksinotipu 
0 (BTb neg). Pri netoksigenih sevih smo pri treh pomnožili 7,2 kb regijo in pri enem sevu 
smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje (Preglednica 22).  
 
4.3 PRISOTNOST BAKTERIJE Clostridium difficile NA INGVERJU 
Vzorčili smo 15 vzorcev ingverja in od tega je bil samo en vzorec pozitiven na bakterijo C. 
difficile (6,7 %). Vsi vzorci ingverja so bili kupljeni v trgovinah in so bili iz štirih različnih 
držav porekla (Kitajska, Kostarika, Peru in Tajska) (Priloga C). Pozitiven vzorec je bil iz 
Peruja, izolat je pripadal PCR-ribotipu SLO 229 in je netoksigeni sev, pri katerem smo 
pomnožili 115 bp dolgo zaporedje (Preglednici 22, 23). S statistično analizo smo pokazali, 
da se med vzorci ingverja in krompirja/zelene solate število pozitivnih vzorcev na bakterijo 
C. difficile ni statistično razlikovalo (p > 0,05).  
 
4.4 PREKRIVANJE PCR-RIBOTIPOV MED RAZLIČNIMI REZERVOARJI 
 
Vseh 15 PCR-ribotipov, ki smo jih izolirali iz zelenjave smo primerjali s PCR-ribotipi, ki 
jih najdemo v različnih rezervoarjih v Sloveniji (človek, živali, tla in voda) (Preglednica 
24). 14 PCR-ribotipov iz zelenjave je bilo v Sloveniji že izoliranih iz drugih rezervoarjev. 
Trije PCR-ribotipi (001/072, 014/020, SLO 057) so bili najdeni v vseh štirih rezervoarjih. 
Samo en PCR-ribotip (SLO 279) je bil prvič izoliran iz vzorca zelenjave in pred tem ni bil 
opisan iz nobenega drugega vira v Sloveniji. PCR-ribotipi 014/020, 011/049, SLO 214 so 
bili najpogostejši v zelenjavi in PCR-ribotip 014/020 je od leta 2007 najpogostejši najden 
tako pri ljudeh, živalih in v okolju. 
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Preglednica 24: PCR-ribotipi bakterij C. difficile izoliranih iz zelenjave in njihova primerjava s PCR-ribotipi, 
izoliranimi v Sloveniji, iz ljudi, živali, tal in vode. 
PCR-
ribotip 
Št. poz. 
vzorcev na 
bakterijo 
C. difficile 
Število sevov bakterije C. difficile v Sloveniji1 
2007– 2013 2014– 2017  
Zelenjava Človek Žival Tla Voda Človek Žival Tla Voda 
Drug vir 
izolacije 
032  1 6 - - 6 2 - - - 
12 (2009)-
perutninska 
stelja; 7 
(2014), 1 
(2016)-
čevlji; 1 
(2016)-
tačke psov; 
1*-gnoj 
SLO 057 1 3 1 1 12 3 1 - - - 
394 1 6 19 - 3 9 - - - 
1 (2015)- 
prah 
001/072 1 77 6 1 3 101 - - - 
2 (2016, 
2017)-čevlji 
070 1 30 4 - 7 28 - - - 
1 (2009)- 
perutninska 
stelja 
244 1 2 1 - 1 - - - - - 
009 1 3 - - 9 6 1 - - 
3 (2015, 
2016, 
2017)-čevlji 
SLO 214 2 - - 1 - - - 1 - - 
011/049 2 42 5 - 7 39 - - - 
1 (2016)- 
čevlji 
014/020 2 301 63 5 160 239 3 7 2 
26 (2014, 
2016)- 
čevlji, 
copati; 4 
(2016) –
tačke psov; 
3*-gnoj; 3 
(2008, 
2009)- 
perutninska 
stelja 
SLO 205 1 - - 1 - - - 2 - - 
SLO 279 1 - - - - - - - - - 
SLO 221 1 - - - - - - - 1 - 
SLO 028 1 2 - - - 2 - - - 4*-živali 
SLO 229 1 - - - - - - 2 - - 
1Tkalec in sod., 2018 in zbirka sevov iz Oddelka za Mikrobiološke raziskave na NLZOH, v MB.  
*- neznano leto izolacije. 
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4.5 PREVERJANJE OBČUTLJIVOSTI GOJITVENIH METOD 
 
Občutljivost gojitvene metode smo preverjali z umetno kontaminacijo zelene solate in 
krompirja s sporami bakterije C. difficile. Uporabili smo spore toksigenega (K3C-7) in 
netoksigenega (C23) seva. Zeleno solato in krompir smo kontaminirali enkrat s suspenzijo 
spor, ki je vsebovala 1–10 CFU spor in drugič s suspenzijo, ki je vsebovala 10–100 CFU 
spor bakterije C. difficile. (Priloga D).  
 
Pri umetni kontaminaciji krompirja in zelene solate smo zaznali rast bakterije C. difficile 
pri 1–10 in 10–100 CFU spor. Rast bakterije C. difficile smo zaznali pri umetni 
kontaminaciji zelene solate in krompirja pri vseh vzorcih, pri negativnih kontrolah rasti 
bakterije C. difficile nismo zaznali. Rezultati so prikazani v Preglednici 25 in na gojišču 
ChromID C. difficile v Prilogah E–H . 
 
  
 
Skok B. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
42 
 
 
 
 
Preglednica 25: Prikaz rasti bakterije C. difficile pri kontroli in umetni kontaminaciji krompirja in zelene 
solate. 
*Krompir, zeleno solato, brise Polywipe in gojišče BHIST smo umetno kontaminirali s 100 µL suspenzije 
spor, ki je vsebovala 1–10 oziroma 10–100 spor bakterije C. difficile; + pomeni, da je prisotna rast bakterije 
C. difficile na gojišču ChromID C. difficile; – pomeni, da ni prisotne rasti bakterije C. difficile na gojišču 
ChromID C. difficile.  
Vrsta 
zelenjave 
Sev Kontrola Rast Umetna kontaminacija* Rast 
KROMPIR 
K3C-7 
a – a (1–10 CFU) + 
b – b (1–10 CFU) + 
c – c (10–100 CFU) + 
d – d (10–100 CFU) + 
negativna 
kontrola 
gojišča 
–  
bris Polywipe (1–10 CFU) + 
bris Polywipe (1–10 CFU + 
bris Polywipe (10–100 CFU) + 
bris Polywipe (10–100 CFU + 
C23 
a – a (1–10 CFU) + 
b – b (1–10 CFU) + 
c – c (10–100 CFU) + 
d – d (10–100 CFU) + 
negativna 
kontrola 
gojišča 
– 
bris Polywipe (1–10 CFU) + 
bris Polywipe (1–10 CFU) + 
bris Polywipe (10–100 CFU) + 
bris Polywipe (10–100 CFU) + 
ZELENA 
SOLATA 
K3C-7 
negativna 
kontrola 
solate 
– 
a (1–10 CFU) + 
b (1–10 CFU) + 
c (10–100 CFU) + 
d (10–100 CFU) + 
negativna 
kontrola 
gojišča 
–  
gojišče BHIST (1–10 CFU) + 
gojišče BHIST (1–10 CFU) + 
gojišče BHIST (10–100 CFU) + 
gojišče BHIST (10–100 CFU) + 
C23 
negativna 
kontrola 
solate 
– 
a (1–10 CFU) + 
b (1–10 CFU) + 
c (10–100 CFU) + 
d (10–100 CFU) + 
negativna 
kontrola 
gojišča 
– 
gojišče BHIST (1–10 CFU) + 
gojišče BHIST (1–10 CFU) + 
gojišče BHIST (10–100 CFU) + 
gojišče BHIST (10–100 CFU) + 
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5 RAZPRAVA 
 
Namen magistrske naloge je bil izolacija in karakterizacija bakterije C. difficile iz vzorcev 
krompirja, ingverja in zelene solate (kupljenih v trgovini, na tržnici ali na domači kmetiji). 
Zanimala so nas predvsem pogostnost in genotipi bakterije, ki jih lahko najdemo v ali na 
izbranih vzorcih zelenjave. Prav tako smo v okviru magistrske naloge ugotavljali mejo 
občutljivosti gojitvene metode za osamitev bakterije C. difficile iz različnih vzorcev zelene 
solate in s površine krompirja, ki jo uporabljajo na Oddelku za mikrobiološke raziskave, 
NLZOH. Genotipe sevov izoliranih iz zelenjave smo primerjali z genotipi sevov izoliranih 
iz različni rezervoarjev (ljudi, živali in okolja) v Sloveniji. Vzorčenje je potekalo od 
januarja do decembra 2017 in analizirali smo 98 vzorcev zelenjave, od tega 52 vzorcev 
krompirja, 31 vzorcev zelene solate in 15 vzorcev ingverja.  
 
Študije o prisotnosti bakterije C. difficile v hrani in predvsem v zelenjavi so redke. V 
različnih študijah so bakterijo C. difficile izolirali iz različnih vrst surove zelenjave (Al Saif 
in Brazier, 1996; Metcalf in sod., 2010; Eckert in sod., 2013; Lim in sod., 2018) ali iz 
zelenjave pripravljene za uživanje (Bakri in sod., 2009; Eckert in sod., 2013). Delež 
pozitivnih vzorcev zelenjave se med državami giba od 2,3 do 30 % (Al Saif in Brazier, 
1996; Bakri in sod., 2009; Metcalf in sod., 2010; Eckert in sod., 2013, Lim in sod., 2018). 
V nalogi smo dokazali prisotnost bakterije C. difficile v 14 od 98 vzorcev zelenjave, kar je 
14,3 % in je stopnja pozitivnosti nekoliko višja, kot v nekaterih ostalih državah (Al Saif in 
Brazier, 1996; Bakri in sod., 2009; Metcalf in sod., 2010; Eckert in sod., 2013). Lim in 
sod. (2018) so imeli višje število pozitivnih vzorcev zelenjave (30 %), kot smo jih dobili v 
naši nalogi in imeli so tudi 10 % višje število pozitivnih vzorcev kot ostale študije. 
Navajajo, da imajo večje število pozitivnih vzorcev kot ostale študije prav zaradi testiranja 
podzemnih delov zelenjave. Metcalf in sod. (2010) so bakterijo C. difficile izolirali samo iz 
korenaste zelenjave in stopnja pozitivnosti je bila nekoliko nižja 4,5 %. Eckert in sod. 
(2013) so bakterijo C. difficile izolirali le iz 2,9 % vzorcev grahovih kalčkov, zelene solate 
pripravljene za uživanje in sestavljene solate pripravljene za uživanje. 
 
Bakterijo C. difficile smo izolirali iz 7 od 52 (13,5 %) vzorcev krompirja, iz 6 od 31 (19,4 
%) vzorcev zelene solate in iz enega od 15 (6,7 %) vzorcev ingverja. Al Saif in Brazier 
(1996) sta iz zelenjave, ki je vključevala tudi krompir, izolirala bakterijo C. difficile iz 2,3 
% vzorcev. Lim in sod. (2018) so imeli 55,6 % pozitivnih vzorcev ekološko predelanega in 
50 % konvencionalno predelanega krompirja, medtem ko smo imeli v tej študiji 13,5 % 
pozitivnih vzorcev krompirja, kar je več kot polovico manj kot v omenjeni študiji. Prav 
tako so Lim in sod. (2018) izolirali bakterijo iz rdeče pese (22,2 %), čebule (5,6 %) in 
korenja (5,3 %). V naši raziskavi, kot je že omenjeno, se število pozitivnih vzorcev 
krompirja obdanih z zemljo in tistih, ki niso bili obdani z zemljo, ni statistično razlikovalo. 
Iz tega lahko predvidevamo, da se spore C. difficile z odstranitvijo zemlje iz krompirja ne 
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odstranijo in tako jih lahko najdemo na očiščenem krompirju ali na krompirju obdanem z 
različno količino zemlje.  
 
Pozitivnih je bilo 19,4 % vzorcev zelene solate. Bakri in sod. (2009) so bakterijo C. 
difficile izolirali iz 7,5 % vzorcev zelene solate, ki je že bila pripravljene za uživanje 
(»ready-to-eat salads«), prav tako so iz zelene solate pripravljene za uživanje izolirali 
bakterijo C. difficile tudi Eckert in sod. (2013). 
   
V magistrski nalogi smo bakterijo C. difficile izolirali iz 6,7 % vzorcev ingverja, kar je 
manj, kot iz študije v Kanadi, kjer so do sedaj edini izolirali bakterijo iz ingverja in imeli 
60 % pozitivnih vzorcev (Metcalf in sod., 2010). Roshan in sod. (2018) so v študiji 
raziskovali učinek naravnih produktov na spore bakterije C. difficile in vitro. Med 
naravnimi produkti so raziskali tudi ali ingver deluje na zaviranje rasti spor bakterije C. 
difficile in tako so v poskus vključili ingver v prahu, ingverjeve tablete in ekstrakt svežega 
ingverja. Navajajo, da je izvleček svežega ingverja deloval inhibitorno na sporulacijo 
bakterije C. difficile, vendar le v manjši meri. Študija tako prikazuje potencialne naravne 
proizvode, ki bi lahko inhibirali različne stopnje sporulacije bakterije C. difficile.  
 
Gomoljna in korenasta zelenjava je pogosteje kontaminirana z bakterijo C. difficile, kot 
zelenjava gojena nad tlemi, saj vsebuje več zemlje na svoji površini in ustreza temu, da so 
tudi tla vir kontaminacije. Različne študije poročajo o prisotnosti bakterije C. difficile v 
tleh (Båverud in sod., 2003; Gamboa in sod., 2005; Bandelj in sod., 2016; Janežič in sod., 
2016), zelenjava se lahko kontaminira tudi preko kontaminirane vode (Rodriguez in sod., 
2016b), različne študije poročajo o prisotnosti spor bakterije C. difficile tudi v vodi 
(Zidaric in sod., 2010; Pasquale in sod., 2011; Kotila in sod., 2013; Janežič in sod., 2016). 
Zelenjava se lahko kontaminira tudi med transportom, pri pakiranju, v trgovinah in na 
tržnicah, kar pri viru kontaminacije z mesom omenjata že Rupnik in Songer (2010). 
Kontaminirana zelenjava predstavlja vir spor bakterije C. difficile in možnost prenosa le-
teh v gospodinjstva, kjer se lahko kontaminirajo delovne površine, kuhinjski pripomočki in 
hladilnik. Posledično se tako spore prenesejo na roke ali drugo hrano, zaradi slabe higiene 
spore zaužijemo in tako se lahko okužimo. Zelenjava, ki je pred zaužitjem pravilno 
termično obdelana (krompir), ne predstavlja možnosti za okužbe, vendar te možnosti ne 
izključuje zelenjava, ki ni pravilno termično obdelana ali jo uživamo surovo (zelena 
solata). 
Trenutno ni standardne metode za izolacijo bakterije C. difficile iz zelenjave in v študijah 
uporabljajo različne gojitvene metode. V naši nalogi smo preverjali občutljivost gojitvene 
metode z umetno kontaminacijo zelene solate in krompirja s sporami bakterije C. difficile, 
saj smo želeli oceniti prag zaznave spor. Dokazali smo, da uporabljena gojitvena metoda v 
naši nalogi za bakterijo C. difficile zazna število spor bakterije C. difficile manj kot 10 
CFU na vzorec. 
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Izmed 124 izolatov v 14 vzorcih smo izolirali 15 različnih PCR-ribotipov in jih razvrstili v 
dva (0, III) različna toksinotipa. Samo PCR-ribotip SLO 214 smo izolirali tako iz 
krompirja kot iz zelene solate, pri ostalih PCR-ribotipih ni bilo prekrivanja med zelenjavo 
(Slika 8). Vsi izmed PCR-ribotipov, razen SLO 279, so bili že najdeni v različnih 
rezervoarjih v Sloveniji. Najpogostejši PCR-ribotipi so bili SLO 214 (netoksigeni), 
011/049 in 014/020 (toksinotip 0). PCR-ribotipa 014/020 in 011/049 sta bila že izolirana iz 
ljudi, medtem ko je bil PCR-ribotip SLO 214 v Sloveniji do sedaj izoliran samo iz tal.  
PCR-ribotip 014/020 je najpogostejši najden PCR-ribotip med ljudmi in ostalimi 
rezervoarji v Sloveniji (Preglednica 23), je med bolj razširjenimi ribotipi v bolnišničnem 
okolju in tudi med ljudmi iz ostalih evropskih držav (Davies in sod., 2016). Prav tako so ta 
PCR-ribotip iz zelenjave izolirali tudi drugi avtorji (Eckert in sod., 2013; Lim in sod., 
2018). Med pogostejšimi PCR-ribotipi izoliranimi iz ljudi je 001/072, ki je bil izoliran 
samo iz enega vzorca zelenjave, medtem ko PCR-ribotipa 078, nismo uspeli izolirati iz 
zelenjave in velja za najpogostejšega povzročitelja okužb v domačem okolju (Barbut in 
sod., 2007; Bauer in sod., 2008; Keessen in sod., 2011a; Davies in sod., 2016). Metcalf in 
sod. (2010) so PCR-ribotip 078 izolirali iz zelenjave.  
Različni avtorji so mnenja, da je zelenjava lahko potencialni vir za okužbe z bakterijo C. 
difficile, vendar OCD še ni bila povezana s kontaminirano zelenjavo in noben izbruh OCD 
ni bil povezan s hrano (Al Saif in Brazier, 1996; Bakri in sod., 2009; Metcalf in sod., 2010; 
Eckert in sod., 2013; Lim in sod., 2018). 
 
Naša naloga potrjuje domneve, da lahko tudi kontaminirana zelenjava predstavlja 
potencialni vir okužbe z bakterijo C. difficile, saj se genotipi iz zelenjave pojavljajo tako 
pri ljudeh, kot v drugih rezervoarjih v okolju. S kontaminirano zelenjavo lahko, zaradi 
transporta (uvažanje in izvažanje hrane), spore prenesemo po širšem geografskem območju 
med državami in tako je možen prenos spor bakterije C. difficile tudi v gospodinjstva 
(Rodriguez Diaz in sod., 2018; Tkalec in sod., 2018). 
  
 
Skok B. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev zelenjave. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
46 
 
 
 
 
6 SKLEPI 
 
V skladu s cilji magistrske naloge in na podlagi rezultatov, lahko zaključimo: 
 
• Bakterijo C. difficile smo uspeli izolirati iz vseh treh tipov zelenjave, krompirja, 
zelene solate in ingverja. 
 
• Hipotezo, da bo bakterija C. difficile v večjem deležu prisotna na površini 
krompirja kot na zeleni solati ali ingverju lahko ovržemo, saj nismo potrdili 
statistično značilne razlike v kontaminaciji. 
 
• Na vseh treh vrstah zelenjave smo našli iste genotipe, kot jih lahko najdemo tudi pri 
ljudeh, živalih in v okolju v Sloveniji.  
 
• Pokazali smo, da je gojitvena metoda, ki se uporablja za osamitev bakterije C. 
difficile iz vzorec zelenjave zelo občutljiva, zaznamo lahko že 1–10 spor na vzorec. 
Hipotezo, da se bo občutljivost metode razlikovala med vrstami zelenjave lahko 
tako ovržemo. 
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7 POVZETEK 
 
Bakterija Clostridium difficile je striktno anaerobna, ubikvitarna in sporogena paličasta 
bakterija (Bloomfield in Riley, 2016). Spada med najpomembnejše povzročiteljice 
bolnišničnih črevesnih okužb (Rupnik in sod., 2009). Glavni rezervoar bakterije je črevo 
otrok in mladih živali. Zelo odporne spore najdemo tudi v domačem in naravnem okolju, 
kar lahko predstavlja potencialni vir okužb za ljudi. Okužba poteka fekalno-oralno in 
okužimo se lahko preko kontaminiranih rok, lahko tudi direktno preko kontaminirane 
zaužite hrane. Zelenjavo lahko kontaminiramo s tlemi, gnojenjem, zalivanjem s 
kontaminirano vodo, lahko pride tudi do navzkrižnega kontaminiranja med samim 
transportom zelenjave (Rupnik in sod., 2009; Rodriguez in sod., 2016b; Janežič in sod., 
2018; Rodriguez Diaz in sod., 2018). Vedno več okužb se pojavlja v domačem okolju. Kot 
potencialni vir okužbe so lahko površine v domačem okolju, ki se kontaminirajo npr. preko 
kontaminirane zelenjave. Možnost za kontaminacijo gospodinjstva je lahko tudi preko 
kontaminiranih živali ali zemlje, ki jo prenesemo v domove s čevlji. (Rodriguez Diaz in 
sod., 2018).  
 
Magistrska naloga je potekala na Oddelku za mikrobiološke raziskave, Centra za 
medicinsko mikrobiologijo na Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano. 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti mejo občutljivosti gojitvene metode za osamitev 
bakterije C. difficile iz različnih vzorcev zelene solate, s površine krompirja in ugotoviti 
pogostnost ter raznolikost genotipov bakterije C. difficile na površini krompirja, ingverja in 
v različnih vzorcih zelene solate.  
 
Vzorčenje je potekalo od januarja do decembra 2017 in analizirali smo 98 vzorcev 
zelenjave, od tega 52 vzorcev krompirja, 31 vzorcev zelene solate in 15 vzorcev ingverja. 
Krompir in ingver smo vzorčili z brisom Polywipe. Solato smo najprej natehtali in nato še 
homogenizirali. Vzorce smo bogatili v gojišču BHIST in inkubirali v anaerobni atmosferi 
pri temperaturi 37 °C, 5–7 dni. Nato smo naredili alkoholni šok in inkubirali v anaerobni 
atmosferi pri temperaturi 37 °C, 3–5 dni na gojišču ChromID C. difficile. Po inkubaciji 
smo morfološko značilne kolonije za bakterijo C. difficile precepili na gojišče COH in 
inkubirali v anaerobni atmosferi pri temperaturi 37 °C, 3–5 dni. Sledila je izolacija DNA, 
identifikacija in karakterizacija bakterije C. difficile iz vzorcev zelenjave. Preverjali smo 
tudi občutljivost gojitvene metode z umetno kontaminacijo zelene solate in krompirja s 
sporami bakterije C. difficile. Najprej smo si pripravili suspenzijo spore in nato zelenjavo 
umetno kontaminirali s sporami. Krompir smo pred umetno kontaminacijo najprej vzorčili 
z brisom Polywipe in nato je sledila izolacija bakterije C. difficile. Krompir, ki je bil 
negativen na bakterijo, smo uporabili za nadaljnjo umetno kontaminacijo s sporami.  
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Bakterijo C. difficile smo dokazali v 14 od 98 vzorcev zelenjave, kar je 14,3 %. Prisotnost 
bakterije C. difficile smo dokazali v krompirju 13,5 %, zeleni solati 19,4 % in ingverju 6,7 
%. Iz pozitivnih vzorcev smo osamili 124 izolatov bakterije C. difficile. Iz zelenjave smo 
izolirali 15 različnih PCR-ribotipov in od tega je bilo 46,7 % PCR-ribotipov toksigenih in 
53,3 % PCR-ribotipov netoksigenih. Toksigeni sevi so pripadali dvema različnima 
toksinotipoma 0 in III. PCR-ribotipi izolirani iz vzorcev krompirja so: 001/072, 009, 032, 
SLO 057, 070, SLO 214, 244, 394. Najpogosteje zastopana PCR-ribotipa v zeleni solati sta 
011/049 in 014/020. Samo PCR-ribotip SLO 214 se je pojavil pri krompirju in tudi pri 
zeleni solati. Iz ingverja smo izolirali PCR-ribotip SLO 229. PCR-ribotipe izolirane iz 
zelenjave smo primerjali s PCR-ribotipi, ki jih najdemo v različnih rezervoarjih v Sloveniji 
(ljudje, živali, tla in voda). Samo trije PCR-ribotipi (SLO 057, 001/072, 014/020) so bili 
najdeni v vseh štirih rezervoarjih, medtem ko PCR-ribotip SLO 279 pred tem še ni bil 
najden v Sloveniji. Najpogostejši PCR-ribotip pri ljudeh, živalih in v okolju v Sloveniji je 
014/020.  
 
Pri občutljivosti gojitvene metode smo zeleno solato in krompir umetno kontaminirali s 
suspenzijo spor bakterije C. difficile (1–10 CFU spor in 10–100 CFU spor) in tako smo 
dobili rast bakterije C. difficile pri obeh koncentracijah. Pokazali smo, da je gojitvena 
metoda, ki se uporablja za osamitev bakterije C. difficile iz vzorcev zelenjave zelo 
občutljiva. 
 
Študije o prisotnosti bakterije C. difficile v zelenjavi so redke, vendar so bakterijo izolirali 
že iz različnih vrst zelenjave in delež pozitivnih vzorcev zelenjave med različnimi 
državami je od 2,3 % do 30 % (Al Saif in Brazier, 1996; Bakri in sod., 2009; Metcalf in 
sod., 2010; Eckert in sod., 2013; Lim in sod., 2018). Lim in sod. (2018) so imeli 10 % višje 
število pozitivnih vzorcev kot ostale študije, zaradi testirane zelenjave, ki raste v tleh. Tudi 
v naši nalogi je bilo nekoliko višje število pozitivnih rezultatov, kot v večini drugih študij.  
 
Zaključimo lahko, da smo bakterijo C. difficile uspeli izolirati iz vseh treh tipov zelenjave 
in v zelenjavi smo našli enake genotipe, kot jih najdemo tudi pri ljudeh, živalih in v okolju. 
Trenutno še nobena okužba z bakterijo C. difficile ni bila povezana s hrano, vendar lahko 
iz naše naloge sklepamo, da je kontaminirana zelenjava potencialni vir okužbe, saj se 
genotipi najdenih pri ljudeh pojavljajo tudi pri zelenjavi. 
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Podatki o vzorcih krompirja, pozitivni vzorci na bakterijo C. difficile so označeni s sivo 
barvo. 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
KR1 6.01.2017 
Maribor, 
Spar, Francija 
2 / / / / / 
KR2 6.01.2017 
Maribor, 
Spar, Hrvaška 
(BIO) 
3 / / / / / 
KR3 6.01.2017 
Maribor, 
Lidl, Avstrija 
(BIO) 
1 / / / / / 
KR4 6.01.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Hrvaška 
3 2.02.2017 KR4-7 032 
tox-, 
Lok1/Lok3
+, BTb- 
ZZV17-
8224 
KR5 6.01.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Francija 
1 / / / / / 
KR6 22.02.2017 
Maribor, 
Spar, Egipt 
2 / / / / / 
KR7 22.02.2017 
Maribor, 
Spar, 
Slovenija 
3 / / / / / 
KR8 22.02.2017 
Maribor, 
Spar, Izrael 
3 / / / / / 
KR9 22.02.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Hrvaška 
3 / / / / / 
KR10 22.02.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Francija 
2 / / / / / 
KR11 22.02.2017 
Maribor, 
Hofer, ZDA 
1 / / / / / 
KR12 22.02.2017 
Maribor, 
Jager, 
Slovenija 
2 14.03.2017 
KR12-
10 
SLO 
057 
tox-, 
Lok1/Lok3
+, BTb- 
ZZV17-
8231 
KR13 22.02.2017 
Maribor, 
Lidl, ZDA 
2 / / / / / 
KR14 22.02.2017 
Maribor, 
Lidl, Francija 
1 14.03.2017 KR14-3 394 0, BTb- 
ZZV17-
8225 
KR15 22.02.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Nemčija 
2 / / / / / 
KR16 11.04.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Italija 
2 / / / / / 
KR17 11.04.2017 
Maribor, 
Spar, Egipt 
2 / / / / / 
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Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
KR18 11.04.2017 
Maribor, 
Hofer, Egipt 
1 / / / / / 
KR19 11.04.2017 
Maribor, 
Spar, ZDA 
1 / / / / / 
KR20 11.04.2017 
Maribor, 
Spar, 
Slovenija 
2 / / / / / 
KR21 11.04.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Slovenija 
1 / / / / / 
KR22 11.04.2017 
Maribor, 
Lidl, Francija 
1 / / / / / 
KR23 11.04.2017 
Maribor, 
Lidl, ZDA 
1 / / / / / 
KR24 11.04.2017 
Maribor, 
Lidl, Avstrija 
1 / / / / / 
KR25 8.05.2017 
Maribor, 
Lidl, Avstrija 
1 23.05.2017 
KR25-6 070 0, BTb- 
ZZV17-
8273 
KR25-9 001/072 0, BTb- 
ZZV17-
8274 
KR26 8.05.2017 
Maribor, 
Lidl, ZDA 
1 / / / / / 
KR27 8.05.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Egipt/ZDA 
1 / / / / / 
KR28 8.05.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Slovenija 
1 / / / / / 
KR29 8.05.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Francija 
1 / / / / / 
KR30 8.05.2017 
Maribor, 
Spar, Francija 
1 / / / / / 
KR31 8.05.2017 
Maribor, 
Spar, Egipt 
2 / / / / / 
KR32 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Velika 
Britanija 
1 / / / / / 
KR33 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Egipt 
2 / / / / / 
KR34 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Francija 
2 / / / / / 
KR35 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Francija 
1 / / / / / 
KR36 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
ZDA 
1 / / / / / 
KR37 30.05.2017 
Maribor, Tuš, 
Slovenija 
3 / / / / / 
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Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
KR38 30.05.2017 
Maribor, Tuš, 
ZDA 
1 15.06.2017 KR38-2 244 III, BTb+ 
ZZV17-
8566 
KR39 30.05.2017 
Maribor, Tuš, 
Grčija 
3 / / / / / 
KR40 30.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Italija 
3 / / / / / 
KR41 30.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
ZDA 
1 / / / / / 
KR42 30.05.2017 
Maribor, 
Spar, 
Slovenija 
2 / / / / / 
KR43 30.05.2017 
Maribor, 
Hofer, ZDA 
1 / / / / / 
KR44 30.05.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Francija 
2 / / / / / 
KR45 30.05.2017 
Maribor, 
Hofer, Egipt 
2 / / / / / 
KR46 30.05.2017 
Maribor, 
Lidl, Španija 
2 / / / / / 
KR47 30.05.2017 
Maribor, 
Lidl, ZDA 
1 / / / / / 
KR48 30.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Egipt 
2 / / / / / 
KR49 6.06.2017 
Vurberk-
domača 
uporaba, 
Slovenija 
2 / / / / / 
KR50 6.06.2017 
Vurberk-
domača 
uporaba, 
Slovenija 
2 / / / / / 
KR51 14.09.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Slovenija 
2 29.09.2017 KR51-5 009 
tox-, 
Lok1/Lok3
+, BTb- 
ZZV18-
8924 
KR52 29.09.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Francija 
2 13.10.2017 KR52-9 
SLO 
214 
tox-, 
Lok1/Lok3-
, ORF 1-5+, 
BTb- 
ZZV18-
8925 
1 Lestvica o čistosti krompirja: 1-ni vidne zemlje na krompirju; 2-manjša količina zemlje na krompirju; 3-
večja količina zemlje na krompirju. 
2 tox- pomeni netoksigeni sev; BTb+ pomeni gen binarnega toksina cdtB prisoten; BTb- pomeni gen 
binarnega toksina cdtB ni prisoten; Lok1/Lok3+ pomeni, da smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje; 
Lok1/Lok3– pomeni, da nismo pomnožili 115 bp dolgega zaporedja; ORF 1-5+ pomeni, da smo pomnožili 
7,2 kb regijo.  
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PRILOGA B 
 
Podatki o vzorcih zelene solate, pozitivni vzorci na bakterijo C. difficile so označeni s sivo 
barvo. 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
R1 28.03.2017 
Maribor, 
tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
R2 28.03.2017 
Maribor, 
tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
R3 28.03.2017 
Maribor, 
tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
M1 28.03.2017 
Maribor, 
tržnica, 
Slovenija 
1 / / / / / 
M2 28.03.2017 
Maribor, 
tržnica, 
Slovenija 
1 / / / / / 
M3 11.04.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Italija 
2 / / / / / 
M4 11.04.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Italija 
2 / / / / / 
M5 11.04.2017 
Maribor, 
Lidl, 
Italija 
1 / / / / / 
M6 11.04.2017 
Maribor, 
Spar, 
Italija 
1 25.04.2017 M6-10 011/049 0, BTb- 
ZZV17-
8232 
M7 8.05.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Italija 
3 / / / / / 
M8 8.05.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Italija 
1 23.05.2017 M8-5 014/020 0, BTb- 
ZZV17-
8272 
M9 8.05.2017 
Maribor, 
Spar, 
Italija 
1 / / / / / 
M10 8.05.2017 
Maribor, 
Lidl, 
Italija 
1 / / / / / 
M11 8.05.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Italija 
1 / / / / / 
M12 7.06.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Francija 
1 / / / / / 
M13 7.06.2017 
Maribor, 
Hofer, 
1 / / / / / 
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Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
Italija 
S1 7.06.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Italija 
1 / / / / / 
S2 7.06.2017 
Maribor, 
Spar, 
Italija 
2 / / / / / 
S3 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
2 / / / / / 
S4  13.07.2017  
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija  
3  21.08.2017 
S4-5 
SLO 
205 
tox-, 
Lok1/Lok3-
, ORF 1-5+, 
BTb- 
ZZV17-
8564 
S4-9 
SLO 
214 
tox-, 
Lok1/Lok3-
, ORF 1-5+, 
BTb- 
ZZV17-
8565 
S5 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
S6 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
S7 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
S8 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
S9 13.07.2017 
Maribor, 
Tržnica, 
Slovenija 
3 / / / / / 
S10 13.07.2017 
Maribor, 
Spar, 
Francija 
1 / / / / / 
M14 22.08.2017 
 
Maribor, 
Spar, 
Italija 
  
1 
  
12.09.2017 
M14-1 
SLO 
279 
0, BTb- 
ZZV18-
8989 
M14-3 011/049 0, BTb- 
ZZV18-
8990 
M14-4 014/020 0, BTb- 
ZZV18-
8991 
M15 22.08.2017 
Maribor, 
Spar, 
Italija 
1 / / / / / 
M16 22.08.2017 
Maribor, 
Hofer, 
Italija 
1 12.09.2017 M16-9 
SLO 
221 
tox-, 
Lok1/Lok3-
, ORF 1-5+, 
BTb- 
ZZV18-
8926 
M17 22.08.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Hrvaška 
1 / / / / / 
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Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
S11 18.12.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Francija 
1 8.01.2018 S11-4 
SLO 
028 
tox-, 
Lok1/Lok3
+, BTb- 
ZZV18-
8927 
1 Lestvica o čistosti zelene solate: 1-ni vidne zemlje na zeleni solati (umita in očiščena); 2-ni vidne zemlje na 
zeleni solati (ni umita in ni očiščena); 3-malo zemlje na zeleni solati (ni umita in ni očiščena). 
2 tox- pomeni netoksigeni sev; BTb+ pomeni gen binarnega toksina cdtB prisoten; BTb- pomeni gen 
binarnega toksina cdtB ni prisoten; Lok1/Lok3+ pomeni, da smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje; 
Lok1/Lok3– pomeni, da nismo pomnožili 115 bp dolgega zaporedja; ORF 1-5+ pomeni, da smo pomnožili 
7,2 kb regijo. 
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PRILOGA C 
 
Podatki o vzorcih ingverja, pozitivni vzorci na bakterijo C. difficile so označeni s sivo 
barvo. 
Oznaka 
vzorca 
Datum 
vzorčenja 
Kraj, 
trgovina, 
poreklo 
Opis 
vzorca1 
Datum 
izolacije 
Ime 
izolata 
PCR 
Ribotip 
Toksinotip2 
ZZV 
oznaka 
IN1 7.06.2017 
Maribor, 
E.Leclerc, 
Tajska 
1 / / / / / 
IN2 7.06.2017 
Maribor, 
Lidl, Kitajska 
1 / / / / / 
IN3 7.06.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Kostarika 
1 / / / / / 
IN4 7.06.2017 
Maribor, 
Spar, Kitajska 
1 / / / / / 
IN5 7.06.2017 
Maribor, 
Spar, Peru 
1 12.07.2017 IN5-1 
SLO 
229 
tox-, 
Lok1/Lok3+, 
BTb- 
ZZV17
-8563 
IN6 7.06.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Kitajska 
1 / / / / / 
IN7 13.07.2017 
Maribor, 
Spar, Kitajska 
1 / / / / / 
IN8 13.07.2017 
Maribor, 
Spar, Kitajska 
(BIO) 
1 / / / / / 
IN9 13.07.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Kitajska 
1 / / / / / 
IN10 13.07.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Kitajska 
(BIO) 
1 / / / / / 
IN11 13.07.2017 
Maribor, 
Lidl, Kitajska 
1 / / / / / 
IN12 22.08.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Kitajska 
1 / / / / / 
IN13 22.08.2017 
Maribor, 
Mercator, 
Peru 
1 / / / / / 
IN14 22.08.2017 
Maribor, 
Lidl, Kitajska 
1 / / / / / 
IN15 22.08.2017 
Maribor, 
Eurospin, 
Kitajska 
1 / / / / / 
1 Lestvica o čistosti ingverja: 1-ni vidne zemlje na ingverju. 
2 tox- pomeni netoksigeni sev; BTb+ pomeni gen binarnega toksina cdtB prisoten; BTb- pomeni gen 
binarnega toksina cdtB ni prisoten; Lok1/Lok3+ pomeni, da smo pomnožili 115 bp dolgo zaporedje; 
Lok1/Lok3– pomeni, da nismo pomnožili 115 bp dolgega zaporedja; ORF 1-5+ pomeni, da smo pomnožili 
7,2 kb regijo. 
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PRILOGA D 
 
Sočasno preverjanje količine spor v posamezni redčini, po umetni kontaminaciji krompirja 
in zelene solate pri toksigenem in netoksigenem sevu bakterije C. difficile. Toksigeni sev 
K3C-7 (A) in netoksigeni sev C23 (B). 
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PRILOGA E 
  
Rezultati umetne kontaminacije krompirja s sporami toksigenega seva (K3C-7) bakterije 
C. difficile. 
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PRILOGA F 
Rezultati umetne kontaminacije krompirja s sporami netoksigenega seva (C23) bakterije C. 
difficile. 
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PRILOGA G 
Rezultati umetne kontaminacije zelene solate s sporami toksigenega seva (K3C-7) 
bakterije C. difficile. NKS (negativna kontrola solate) pomeni, da vzorec solate ni bil 
kontaminiran z bakterijo C. difficile. 
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PRILOGA H 
 
Rezultat umetne kontaminacije zelene solate s sporami netoksigenega seva (C23) bakterije 
C. difficile. NKS (negativna kontrola zelene solate) pomeni, da vzorec zelene solate ni bil 
kontaminiran z bakterijo C. difficile. 
 
 
